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Weitere neue Verwendung von Adenoviren und dafUr codierenden Nuklemsauren 



Die Erfindung betriffl die Verwendung von Adenoviren sowie dafur codierender Nukleinsauren 
und rekombinantes virales Onkoprotein. 

Bei der Behandlung von Tumoren warden derzeit eine Vielzahl von Therapiekonzqpten verfolgL 
Neben der Verwendung chirurgischer Techniken stehen dabei die Chemofherapie und die 
Strahlmther^ie im Vordergrund. All diese Techniken sind jedoch fUr den Patienten mit nicht 
unerheblichen Nebenwirkungen verbunden. Mit der Verwendung von replikationsselektiven 
onkolytischen Viren wurde eine neue Plattform ftSr die Behandlung von Tumoren geschafTen. 

•fabei wird eine selektive intratumorale Replikation eines viralen Agens heibeigefOhrt, die in der 
olge zur Virusreplikation, Lyse der infiziCTten Tumorzelle und Verbreitung des Virus auf 
benachbarte Tumorzellen fuhrt. Infolge der BeschrSnkung der Replikationsfahigkeit des Virus 
auf Tumorzellen bleibt normales Gewebe von der Replikation und damit der Lyse durch das 
Virus verschont. 

Derzeit finden v^schiedene virale Systeme in klinischra Studien mit dem Ziel der Tumorlyse 
Anwendung, Bin Beispiel ftir einen derartigen Adenovirus ist dll520 (Onyx-OlS), der bereits 
erfolgreich in den klinischen Phasen I und 11 eingesetzt wurde (Khuri, F. et al. Nature Medicine 
6, 879-885, 2000). Onyx-OlS ist ein Adenovirus, bei dem das ElB-55kDA-Gen voUstSndig 
deletiert isL Die vollstSndige Deletion des ElBSSkDa-Proteins des Adenovirus beruht dabei auf 

«er Beobachtung, dass im adenoviralen Vektor die Replikation und somit die Lyse von Zellen 
lit defektem p53 moglich ist (Kim, D, et al., Proc. Am. Sec. Clin. Oncol. 17, 391a, 1998), 
wobei normale Zellen nicht geschadigt werden. Genauer ist das ElB-55kDa-Genprodukt 
beteiligt an der Tnhibierung von p53, dem Transport viraler mRNA und dem Abschalten der 
Proteinsynthese der Wirtszelle. Die Inhibierung von p53 erfolgt dabei durch Ausbilden eines 
Komplexes aus pS3 und dem adenoviral codierten ElB-SSkDa Protein und/oder Komplex 
bestehend aus ElB-55kDA und B4orfi6. Von p53, codiert von TP53, geht ein komplexer 
regulatorischer Mechanismus aus (Zambetti, G.P. et al., FASEB J. 7, 855-865, 1993), der u.a. 
auch dazu fUhrt, dass eine ejQQziente Replikation von Viren wie Adenoviren in der Zelle 
unterdnickt wird. Das Gen TP 53 ist in etwa 50 % aller mooschlicheh Tumoren deletiert oder 
mutiert mit der Folge, dass es zu keiner - erwfinschten — Apoptose infolge einer Qiemotherapie 



Oder einer Bestrahlungstherapie kommt und damit der Erfblg dieser Tumorbehandlungen im 
NonnalMl unterbleibt 

Ein weiteres Konzept tumorlytischer Viren beruht auf der Beobachtung, dass wenn das El A- 
Protein in einer bestinunten Weise deletiert vorUegt bzw. eine oder mehrere Mutationen 
aufweist. welche die Bindung von Rb/E2F und/oder pl07/E2F und/oder pl30/E2F nicht 
beeinflussen, solche Adenoviren den Eintritt der infizierten Zellen in die S-Phase nicht 
induzieren und zur Replikation in Tumorzellen befahigt sind. die kein funktionelles Rb-Protein 
aufWeisen. Zudem kann das ElA-Protein am N-Terminus deletiert vorliegen bzw. eine oder 
mehrere Mutationen im Bereich der AminosSurepositioneti I bis 76 des El A-Proteins umfassen. 
die Bindung von ElA an p300 zu untetbinden. um somit eine selektivere Replikation in 
^PLoizellen zu bewerkstelUgen. Diese Vorgehensweisen sind beispielhaft beschrieben in dan 
europaischen Patent EP 0 931 830. Beispiele derartiger Adenoviren sind AdA24, dl922 - 947, 
El Ad/01/07 und CB016 (Howe, J. A. et al.. Molecular Therapy 2. 485-495. 2000; Fueyo, J. et 
al.. Oncogene 19, 2-12, 2000; Heise, C. et al.. Nature Medicine 6, 11341139, 2001; Balague, C. 
et al., J. Virol. 75, 7602-7611, 2001). Diese im Stand der Technik bekamiten adenoviralen 
Syst^e zur Onkolyse weisen somit bestimmte Deletionen im ElA Protein auf; wobei diese 
Deletion vorgenommen worden war unter der Amiahme. dass intakte Rb-Proteine bzw. Komplex 
bestehend aus intaktem Rb-Protein und E2F einer effiziente Replikation in vivo entgegenwirken 
warden und um erne adenovirale Replikation in vivo nur in Rb-negativen/mutierten Zellen sicher 
zu stellen. Diese adenoviralen Systeme nach dem Stand der Technik gehen auf ElA zurtick. um 
ttels des frflheai E2-Promotors (engl. E2 early Promoter) und fieiem E2F die in vivo 
eplikation zu steuem (Dyson, N. Genes & Development. 12, 2245-2262. 1998). 



^^^mii 
^Pke 



Eine weitere Form von tumorlytischen adenoviralen Systemen beruht auf dean Einsate selektiver 
Promotoren, um das virale Onkogen ElA spezifisch zu exprimieren. was erne selektive 
Replikation in Tumorzellen erlaubt (Rodriguez, R. et al.. Cancer Res. 57, 2559-2563, 1997). 

Wie vorstehend beschrieben konmit es bei den verschiedenen Konzepten adenoviraler 
tumorlytischer Viren auf die Auswahl eines fflr das dem jeweiligen Konzept zugrundeliegenden 
Wirkmechanismus geeigneten zellulSren Hintergrundes an. Mit anderen Worten, die 
verschiedenen deizeit bekannten adenoviralen Systeme zur Tumorlyse k6mien nur bei VorUegen 



bestiniinter molekularbiologischer Voraussetzungen angewandt werden. Dies beschiankt 
Anwendvmg derartiger Systeme auf bestinunte Patientenkollektive. 




Ein besonderes Problem bei der Behandlung von Tvimorerkrankungen stellt sich dann ein, wenn 
die Patienten eine sogenannte klassische Vielfachresistenz (engl. multidrug resistence (MDR)) 
entwickein, die eine besonders gut uritersuchte Resistenzform von Tumoren gegentiber 
Zytostatika darstellt (Gottesman und Pastan, Annu. Rev. Biochem. 62, 385-427, 1993). Sie 
beruht auf der Oberexpression des membranstSndigen Transportproteins P-Glykoprotein, das zu 
den sogenannten ABC-Transportem gehort (Stein, U. et al., JBC 276, 28562-69, 2001, J. 
Wijnholds, Novartis Found Symp., 243, 69-79, 2002). Bargou, R. C. et al. und Oda, Y. et al 
argou, R. C. et al.. Nature Medicine 3, 447-450, 1997; Clin. Cancer Res. 4, 2273-2277, 1998) 
»nnten zeigen, dass die Kemlokalisation des humanen Transkriptionsfaktors YB-1 unmittelbar 
an der Aktivierung der Expression des P-Glj^oproteins beteiUgt ist. Weitere Untersuchungen 
belegen, dass YB-1 durch verschiedene Strefibedingungen in den Zellkem gelangt, wie z.B. UV- 
Bestrahlung, Zytostatika-AppUkation (Koike, K. et al., FEBS Lett 17, 390-394, 1997) und 
Hypertheimie (Stein, U. et aL, JBC 276, 28562-69, 2001). Weitere Untersuchungen belegen, 
dass die nuMSie Lokalisation von YB-1 einen Einfluss auf einen weiteren ABC-Transporter 
ausflbt Dieser ABC-Transporter wird als MRP (engl. multidrug resistance-related protein) 
bezeichnet und ist mit der Ausbildung des sogenannten atypischen, nicht P-Glykoprotein- 
abhangigen Vielfechresistenz beteiKgt (Stein. U. et al., JBC 276, 28562-69, 2001). 



m 



ler vorUegenden Erfindung Uegt die Aufgabe zugrunde, eine technische Lehre und insbesondere 
lin Mittel bereitzustellen, welches erlaubt, einen Organismus, spezieU einen menschlichen 
Organismus bzw. ein PatientenkoUektiv spezifisch mit tumorlytisch wiikenden Agenzien zu 
behandehi. Weiterhin ist es eine der vorUegenden Erfindung zugrundeliegenden Aufgabe, ein 
Mittel bereitzustellen, welches geeignet ist, bei Patienten mit Tumorerkrankungen eine 
Tumorlyse herbeizuffihren, die gegeniiber Zytostatika resistent sind, insbesondere solche, die 
eine Vielfechresistenz zdgen. 

ErfindungsgemaB wild die Aufgabe in einem ersten Aspekt gelfist durch die Verwendung eines 
Virus, bevoizugterweise eines Adenovirus, zur HersteUung eines Medikamentes, wobei der 
Vims replikationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der Virus fSr ein 
Onkogen oder ODkogeiq>iodukt, insbesondere ein Qnkogenprotein, codiert, das zumindest ein 
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virales Gen in YB-1 Kem-positivai Zellen, bevorzugterweise ein adenovirales Gen, 
transaktiviert, wobei das Gen ausgewSWt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orflS, E4orf3 und 
E3ADP umfasst. 

In einem zweiten Aspekt wird die Aufgabe gel6st durch die Verwendung eines Viras, 
bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Replikation in Zellen, die YB-1 im Kern aufweisen, 
wobei der Virus replikationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der 
Virus fiir ein Qnkogen oder OnkogeE5)rodukt, insbesondere ein Onkogeiqirotein, codiert, das 
zumindest ein viiales Gen, bevorzugterweise ein adenovirales Gen, transaktiviert, wobei das Gen 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orfiS, E4or£3 und E3ADP umfasst. 

einer Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaiJen Verwendungen ist vorgesehen, dass 
der Virus, insbesondere der Adenovirus, in Zellen repliziert, die YB-1 im Kem aufweisen. 

In einer weiteren AusfUhrungsform der beiden erfindungsgemaiJen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein ElA ist und/oder das Onkogen das fiir ElA 
codiorende Gen und/oder das Onkogeiq>rotein ElA ist 

Jn einer bevorzugten AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein ElA zur 
Bindung eines fimktionellai Rb-Tumorsuppressor-Geriprodukts fShig ist. 

«i einer altemativen Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein ElA zur 
indung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor-Genprodukts nicht ^g ist. 

In einer weiteren Ausftihrungsform der beiden erfindungsgemSBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das virale Onkoprotein ElA nicht die nuklSre Lokalisation von YB-1 induziert. 

In einer noch weiteren Ausfiihrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen isl 
vorgesehen, dass das Medikament fiir Patienten bestimmt ist, deren Zellen Rb-positiv oder Rb- 
negativ sind. 



In einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass die Zellen diejenigen Zellen 
sind, die an der Ausbildung des Zustandes beteiligt sind, der mit dem Medikament beeinflusst 
werden soil. 




In einer weiteren Ausfiihrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen Rb-negativ und im Zellkem YB-1 positiv, insbesondere unabhSngig 
vom Zellzyklus im Zellkem YB-1 positiv sind. 

In dner noch weiteren AusfOhrungsfonn der beidai erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das Medikament fOr die Behandlung von Tumoren ist. 

einer noch weiteren Ausfiihrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen, insbesondere die den Tumor oder Teile davon ausbildenden Zellen 
eine Resistenz, insbesondere Mehrfachresistenz gegen pharmakologische Wirkstoffe, 
bevoizugter Weise Antitumormittel und bevorzugtererweise Zytostatika, aufweisen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen eine Expression, bevorzugterweise eine tJberexpression des 
membranstandigen Transportproteins P-Glykoprotein und/oder von MRP zeigen. 



In einer weiteren Ausfilhnmgsfoim der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
orgesehen, dass die Zellen p53-positiv oder p53-negativ sind. 



In emer Ausfiihrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist vorgesehen. dass 
das Onkogenprotein gegeniiber dem Wildtyp-Onkogenprotein ElA eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, die 
ausgewahlt ist aus der CSrappe, die Deletionen des Bereichs CR3 und Deletionen des N-Tenninus 
und Deletionen des C-Tenninus umfasst Dabei ist vorgesehen, dass das El A-Onkogenprotein an 
Rbbindenkann. 

In einer weiteren Ausflihnmgsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das Onkogenprotein gegenflber dem WUdtyp-Onkogenprotein eine oder 
mehrere Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche in der 




CRl-Region und/oder der CR2-Region ist Dabei ist vorgesehen, dass das Onkogaq)iotem ElA 
nicht an Rb zu binden in der Lage ist. 

In einer AusfUhnmgsform der beiden erfindungsgemSBen Verwendung«i ist vorgesehen, dass 
das virale Onkogenprotein, insbesondere ElA, unter der KontroUe eines Gewebes- und/oder 
Tmnor-spezifischen Promotors steht. 

In einer weiteren AusfUhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass der Virus, insbesondere der Adenovirus, flir YB-1 codiert. 

einer noch weiteren Ausfiihrungsform der beiden erfindungsg^nSBen Verwendungen ist 
irgesehen. dass YB-1 unter der Kontrolle eines Gewebe- und/oder Tumor-spezifischen 
Promotors steht. 

m einer bevorzugten AusfUhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass der Virus, insbesondere der Adenovirus, fur mindestens ein Protein codiert, das 
ausgewaWt ist aus der Gruppe, die E4orf6, E4orB, E1B55K und adenovirales E3ADP.Protein 
umfasst.. 

m einer altemativen AusfDhrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen YB-1 im Kern aufweisen, insbesondere die den Tumor oder einen 
eil davon ausbildenden Zellen YB-1 im Kem aufweisen. 

M einer weiteren AusfUhrungsfomi der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen. dass der Tumor YB-1 im Kem nach Induktion des Transports von YB-1 m den Kem 
enthalt 

m einer bevorzugten AusfUhrungsfomi der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen. dass der Transport von YB-1 in den Kem ausgelSst wird durch zumindest erne 
MaBnahme. die ausgewahlt ist aus der Gn^e. die Bestrahlung. Gabe von Zytostatika und 
Hyperthermie lunfasst 



In einer besonders bevorzugten Ausftlhrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Venvendungen 
ist vorgesehen, dass die Mafinahme an einer Zelle, einem Organ oder einem Organismus 
angewandt wird. 



In einer bevorzugten AusfDhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Venvendungen ist 
vorgesehen, dass der Virus, insbesondere der Adenovirus, ausgewShlt ist aus der Gruppe, die 
AdA24, dl922-947. El Ad/01/07, dll 119/1 131, CB 016, dl520, und Viren, denen ein exprimiertes 
virales ElA-Onkogen fehlt, das zur Bindung eines fiinktionellen Rb-Tumorsuppressor- 
Genprodukts fihig ist, umfasst 
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einem dritten Aspekt wird die Aufgabe gelSst durch die Verwendung eines Virus, 
ibesondere des Adenovirus, zur Herstellung eines Medikaments, wobd der Virus, 
insbesondere der Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die Replikation durch oder vermittels YB-1 
fiber die Aktiviemng des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise iiberwiegend fiber 
die Aktiviemng des E2-Late-Promotors gesteuert wird. In einer Ausfiihrungsform ist dabei 
vorgesehen, dass das YB-1 entweder dn transgenes YB-1 ist oder ein zeUulSres, insbesondere 
zellulares dereguKertes YB-1 ist. Unter einem transgenen YB-1 wird dabei bevorzugterweise ein 
solches vCTStanden, das durch einen Vdctor, insbesondere einen oder den Adenovirus in einer 
Zelle zur Expression gebracht wird. Bei dem E2-Late-Promotor handelt es sich bevorzugterweise 
mn den adenoviralen E2-Late-Promotors, wie er im WUdtyp-Adenovirus vorhanden ist, oder um 
einen E2-Late-Promotor, wie er im Zusammenhang mit der Expression von Transgenen hierin 
teschrieben verwendet wird. 



In einem vierten Aspekt wkd die Aufgabe gel6st durch die Verwendung eines Virus, 
insbesondere der Adenovirus, zor Replikation in ZeUen, die YB-1 im Kem aufweisen, wobei der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 fiber die 
Aktivienmg des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise flberwiegend fiber die 
Aktivienmg des E2-Late-Promotors gesteuert wird. In einer Ausffihrungsform ist dabei 
vorgesehOT, dass das YB-1 entweder ein transgenes YB-1 ist oder ein zellulSres, insbesondere 
zellulares dereguUertes YB-1 ist. Unter einem transgenen YB-1 wird dabei bevorzugterweise ein 
solches verstanden, das durch einen Vektor, insbesondere einen oder den Adenovirus in einer 
ZeUe zur Expression gebracht wird. Bei dem E2-Late-Promotor handelt es sich bevorzugterweise 
um den adenoviralen E2-Late-Promotors, wie er im Wildtyp-Adenovirus vorhanden ist, oder um 
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einen E2-Late-Proinotor, wie er im Zusammenhang mit der Expression von Transgenen hierin 
beschrieben verwendet wild. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des dritten vind/oder vierten Aspekts der vorliegenden 
Erfindung ist der Adenovirus so ausgebildet wie hierin offenbart, insbesondere so, wie er 
ausgestaltet ist, um erfindungsgemSB verwaidet zu werden. 

In einem fUnften Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein virales Onkogenprotein, 
insbesondere ein isoliertes virales Onkogenprotein, wobei dieses die folgenden Eigenschaften 
aufweist: 

a) Transaktivierung mindestens eines viral«i G&as in YB-1 Kem-positiven Zellen, 
das ausgewahlt ist aus der Gruppe, die E1B-55K, E3ADP und E4orf5 und E4orB 
um&sst; und 

b) keine Mduktion von YB-1 in einem Zellkem, insbesondere in dem Zellkem der 
Zelle, in der das virale Onkoprotein vorhanden ist 

In einer Ausftttmingsform ist voiges^en, dass das virale Onkoprotein El A ist. 



^Ki< 



In einer weiteren Ausfiihrungsform ist voigesehen, dass das virale Onkogenprotein gegenttber 
iem Wildtyp-Onkogenprotein eine oder mehrere Mutationen oder Deletionen aufwdst, wobei 
ie Deletion bevorzugt eine solche ist, die ausgewShlt ist aus der Gruppe, die Deletion des 
Bereichs CR3, Deletion des N-Teiminus und Deletion des C-Tenninus umfasst. 



In einer AusfOhrungsform ist vorgesehen, dass die Induktion von YB-1 durch das virale 
Onkogenprotein imteAleibt, wemi E4orfi5 und/oder ElB 55 kD nicht in der den Zellkem 
aufweisenden Zelle voifaanden ist/sind. 

Dabei ist vorgesehen, dass das vkale Onkogenprodiikt an Rb zu binden in der Lage ist 

In einer altemativen Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein eine oder 
mehrer Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche in der 
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CRl -Region und/oder der CR2-Region des El A-Onkogenproteins isL Dabei ist vorgesehen, dass 
das virale Onkogenprotein nicht in der Lage ist an Rb zu binden. 

In einem sechsten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung eines viralen 
Replikationssystems, insbesondere eines adenoviralen Replikationssystems, umfassend eine 
Nukleinsaure, die fUr einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemSB 
verwendet wird, codiert, und umfassend eine NukleinsSure eines Helfervirus, wobei die 
Nukleinsaure des Helfervirus eine NukleinsSuresequenz umfasst, die ftir YB-1 codiert. 

In einer Ausftlhrungsfonn ist vorgesehen, dass die virale NukleinsSure, insbesondere die 

•denovirale Nukleinsaure, und/oder die Nukleinsaure des Helfervirus als replizierbarer Vektor 
orliegt 

In einem siebten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung einer Nukleinsaure codierend fur 
einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemafi verwendet wird, zur 
Herstellung eines Medikamentes, insbesondere zur Herstellung eines Medikamentes fOr die 
Behandlung von Tumoren. 

In einer Ausfilhrungsform ist vorgesehen, dass die Zellen, insbesondere die den Tumor oder 
Teile davon ausbildenden Zellen, eine Resistenz, insbesond^e eine Mehrfecbresistenz gegai 
pharmakologische Wirkstoffe, bevorzugterweise Antitumoimittel, und bevorzugtererweise 
j^^^ytostatika, aufweisen. 

In einem achten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung einer Nukleinsaure, die fUr einen 
Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemSB verwendet wird, codiert, zur 
Replikation in Zellen, die YB-1 im Kem aufweisen, wobei der Virus replikationsdefizient ist in 
ZeUen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der Virus fOr ein Onkogen oder Onkogenprodukt 
codiert, das zummdest ein virales Gen, bevorzugterweise ein adenovirales Gen transaktiviert in 
YB-1 Kem-positiven Zellen, wobei das Gen ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, 
E4orf6, E4orS und E3ADP umfasst. 

In einem neunten Aspekt wild die Aufgabe gelfist dutch die Verwendung einer Nukleinsaure, die 
fiir einen Vmis, insbesondere einen Adenovirus, wie a afindungsgemaB verwendet wird. 
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codiert zur Herstellung eines Medikamentes, wobei der Virus so ausgebildet ist, dass die 
Replikation durch YB-1 ttber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird. 
bevorzugterweise aberwiegend Uber die Aktivierung des E2-Late-Promotors. In einer 
Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass das YB-1 entweder ein transgenes YB-1 ist oder ein 
zelluiares, insbesondere zellulSres dereguliertes YB-1 ist. Unter einem transgenen YB-1 wird 
dabei bevorzugterweise ein solches verstanden, das durch einen Vektor, insbesondere einen oder 
den Adenovirus in einer Zelle zur Expression gebiacht wird. Bei dem E2-Late-Promotor handelt 
es sich bevorzugterweise um den adenoviralen E2-Late-Promotors, wie er im Wildtyp- 
Adenovirus vorhanden ist, oder um einen E2-Late-Promotor, wie er im Zusanunenhang mit der 
Expression von Transgenen hierin beschrieben verwendet wird. 

^ife einem zehnten Aspekt wild die Aiifgabe gel6st durch die Verwendimg einer NuWeinsaure, die 
fUr einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemafi verwendet wird, 
codiert, zur Replikation in Zellen, wobei der Viras so ausgebildet ist, dass die Replikation durch 
YB-1 ttber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise 
tlberwiegend fiber die Aktivienmg des E2-Late-Promotors gesteuert wird. In einer 
Ausfahrungsfoim ist daba vorgesehen, dass das YB-1 entweder ein transgenes YB-1 ist oder ein 
zelluiares, insbesondere zellulSres dereguUertes YB-1 ist. Unter einem transgenen YB-1 wird 
dabei bevorzugterweise ein solches verstanden, das durch einen Vektor, insbesondere einen oder 
den Adenovmis in einer Zelle zur Expression gebracht wird. Bei dem E2-Late-Promotor handelt 
es sich bevorzugterweise um den adenoviralen E2-Late-Promotors, wie a: im Wildtyp- 

•.denovirus vorhanden ist, oder um einen E2-Late-Promotor, wie er im Zusammenhang mit der 
xpression von Transgenen hierin beschrieben verwendet wird. 

In einem elften Aspekt wird die Aufgabe gelQst durch die Verwendung eines Vektors umfassend 
eine der vorstehend beschiiebenen NukleinsSure, zur Verwendung gemSB dem ersten oder 
zweiten Aspekt der vorliegenden ErSndang. 

In einem zw6lften Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung eines mit YB-1 
wechselwirkenden Mittels zur Charakterisierung von Zellen, ZeUen eines Tumorgewebes oder 
Patienten, um zu bestimmen, ob diese(r) mit einem Virus, insbesondere einem Adenovirus, wie 
er erfindungsgemafi verwendet wird, kontaktiert und/oder bdiandelt werden soUen. 
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In einer Ausfiihrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass das Mittel ausgewShlt ist aus der Gruppe, 
die Antikoipear, Antikaline, Aptamere, Aptazyme und Spiegelmere um£asst. 

In einem dreizehnten Aspekt wird die Aufgabe gel6st dutch die Verwendung des 
erfindungsgerr^en viralen Onkogenproteins oder einer dafiir codierenden Nukleinsaure zur 
Herstellung eines Virus, insbesondere eines Adenovirus, wie er im Rahmen der Verwendungen 
gemaB dem ersten und zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung verwendet wird. 

In einer AusfUhrungsfoim ist dabei vorgesehen, dass der Virus eine ftlr ein Transgen codierende 
Nukleins&ure um&sst. 

einer weiteren Ausfmmmgsform ist dabei vorgesehen, dass der Virus das Translations- 
und/oder das Transkriptionsprodukt eines Transgens umfesst 

In einer bevoizugten Ausfiihrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass die NukleinsSure des 
adenoviralen Rcplikationssystems und/oder die NuldeinsSure des Helfervirus ein Transgen oder 
eine fiir ein Transgen codierende Nukleinsaure um&sst. 

In emer noch weiteren Ausfiihrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass die Nukleinsaure ein 
Transgen oder eine fiir ein Transgen codierende NuMeinsSure umfasst. 

•In einer altemativen Ausfiihnmgsfoim ist dabei vorgesehen, dass das Transgen ausgewShlt ist 
Ls der Gruppe, die Prodruggene, Zytokine, Apoptose-induzierende Gene, 
Tumorsiq)pressorgene, Gene fiir Metalloproteinasen-hihibitoren und Gene ffir Angiogene- 
Inhibitoren umfasst. 

In einer Ausfiihningsform ist dabei vorgesehen, dass das Transgen ausgewShlt ist aus der 
Gruppe, die Nukleinsaurm fiir siRNA, fiir Aptamere. fiir Antisense-Molekiile und fiir Ribozyme 
umfasst, wobei die siRNA, die Aptamere, die Antisense-Molekttle und/oder die Ribozyme gegen 
ein ZielmolekOl gerichtet ist. 

In einer weiteren Ausffihrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass das ZiehnolekOl ausgewShlt ist 
aus der Gn^pe, die Resistenz-relevante Faktoren, Anti-Apoptose-Faktoren. Onkogene, 
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Angiogenese-Faktoren, DNA-Synthese-Enzyme, DNA-Reperaturenzyme, Wachstumsfektoren 
und deren Rezeptoren, Transkriptionsfaktoren, Metalloproteinasen, insbesondere Matrix- 
Metalloproteinasen, und Plasminogenaktivator vom Urokinase-Typ umfasst. In einer 
Ausfiihrungsfonn sind die Resistenz-relevanten Faktoren bevorzugt aus der Gruppe ausgewahlt, 
die P-Glykopioteiii, MRP und GST umfasst, und umfassen auch die dafiir codierenden 
Nukleinsauren. In einer Ausfiihrungsfonn sind die Anti-Apopotose-Faktoren ausgewShlt sind 
aus der Gruppe, die BCL2 umfesst, und umfessen auch die daffir codier^den NukleinsSuren. In 
einer AusfUhrungsfoim sind die Onko^e ausgewShlt aus der Qmppe, die Ras, insbesondere 
mutiertes Ras, Rb und Myc umfesst, und umfessen auch die dafiir codierenden NukleinsSuren. In 
einer Ausfiihrungsfonn sind die Angiogenese-Faktoren ausgewShlt aus der Gruppe, die VEGF 

•d HMG-Proteine umfasst, und umfassen auch die dafiir codierenden Nukleinsaurenu In einer 
isfiihrungsform sind die DNA-Synthese-Enzyme ausgewahlt aus der Gruppe, die Telomerase 
umfasst, und umfassen auch die dafiir codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfiihrungsfonn 
sind die DNA-Rqparaturenzyme ausgewahlt aus der Gnq)pe, die Ku-80 umfasst, und umfassen 
auch die dafiir codierenden Nukleinsauren. In emer Ausfiihrungsfonn sind die 
Wachstumsfektorraj ausgewahlt aus der Gruppe, die PDGF, EGF und M-CSF umfesst, und 
umfiissoi auch die dafiir codierenden NukleinsSuren In einer wrateren Ausfiihrungsfonn ist 
vorgesehen, dass die Kezeptatea insbesondere solche der Wachstumsfektoroi smd, wobd 
bevoizugterweise die Wachstumsfiiktoren aus der Qiuppe ausgewahlt sind, die PDGF, EGF und 
M-CSF umfesst, und umfessen auch die dafiir codierenden Nuklemsguren. In einer 
Ausfiihrungsfotm sind die Transkriptionsfaktor ausgewahlt aus der Gn^pe, die YB-1 umfesst, 

•nd umfassen auch die dafiir codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfiihrungsfonn sind die 
letalloproteinasen insbesondere Matrix-Metalloproteinasen. hi einer bevorzugten 
Ausfiihrungsform sind die Matrix-Metalloproteinasen ausgewahlt aus der Gruppe, die MMP-1 
und MMP-2 umfesst, und umfessen auch die dafiir codierenden Nukleinsauren. In einer 
Ausfiihrungsform sind die Plasminogenaktivatoren vom Urokmase-Typ ausgewahlt aus der 
Gruppe, die uPa-R umfasst, und umfessen auch die dafiir codierenden Nukleinsauren. 

In einer noch wdteren AusfOhrungsform ist dabd vorgesdien, dass das Medikament weiterhm 
mindestrais dne pharmazeutisch wirksame Verbindung enthait. 
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In einer bevorzugten Ausftlhrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass die phaimazeutisch wiiksame 
Verbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Zytokine, Metalloproteinase-Inhibitoren, 
Angiogeaese-Iahibitoren, Cytostatika irnd Zellzyklus-Inhibitoren umfasst. 

Der vorliegenden Erfindung Uegt die ttberraschende Erkenntnis zugrunde, dass die DNA- 
Replikation von ElA-modifizierten Adenbviren in YB-1 Kem-positiven Tumorzellen auf die 
Aktiviening des E2-late Promotors zuriickzufiihren ist. Unter ElA-modifiziCTten Adenoviren 
sind dabei solche Adenoviren zu verstehen, die (a) keine Replikation oder eine verglichen nrit 
dem jeweiligen Wildtyp verringerte, bevorzugterweise stark verringerte Replikation, in YB-1- 
Kem-negativen Zellen zeigen, (b) transaktivierend auf mindestais ein virales Gen wirken, wobei 

•as Gen insbesondere ausgewShlt ist aus der Gruppe, die ElB-55kDa, E4orf6, E4orf3 und 
3ADP umfasst, und/oder (c) zellulSres YB-1 durch den Adenovirus nicht in den Kern 
transloziert. Optional weisen die erfindungsgemSfi verwendeten Adenoviren die weitere 
Ei^nschaft aui^ dass n9mlich die Bindung des von dem Adenovirus kodierten El A-Proteins die 
Bindung von E2F an RB st6rt bzw. den entsprechenden Komplex aus E2F und Rb au^dsen in 
der Lage ist Adenoviren, die eines oder mehrere der vorstehend genannten Merkmale a) bis c), 
bevorzugtaweise alle Merkmale a) bis c) aufweisen, sind r^likationsdeiGzient in Zellen, die 
YB-1 nicht im Kern aufweisei. 

In einer Ausfiihrungsfonn wird unter dner stark verringerten Replikation hiain insbesondere 
eine solche Replikation verstanden, die gegeniiber dem Wildtyp um den Faktor 2, 

•evorzugterweise um den Faktor 5, bevorzugtererweise um den Faktor 10 und am 
evorzugtesten um den Faktor 100 verringert ist. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist 
vorgesehen, dass der Vergjeich der R^likation bei Verwendung gleicher oder Shnlicher 
Zellinien, gleicher oder Shnlicher Virustiter fUr die Infektion (engl. multiplicity of infection, 
MOI, Oder engl. plaque fbrmmg unit, pfu) und/oder gleicher oder ahnlicher allgemeiner 
Versuchsbedingungen durchgefOhrt wird. Dabei wird unter Replikation insbesondere die 
Partikelbildung v^anden. In weiteren Ausfiihrungsfonnai kann jedoch als Mass ftir die 
Replikation der Umfang der Synthese viraler Nuldeinsaure verstanden sein. Verfehren zur 
Bestimmung des Umfanges der Synthese viraler NukleinsSuren sind ebenso wie Verfehren zur 
Bestimmung der Partikelbildung den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt 
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Die hierin beschriebenen Erkeimtnisse bzw. die Verfehren, Verwendungen oder Nukleixisauren, 
Proteine, R^likationssysteme und dergleichen sind nicht notwendigerweise avif Adenoviren 
beschrSnkt. Grundsatzlich gjbt es auch bei anderen Viren dorartige Systeme, die hieraiit 
ebenfalls umfasst sind. 

Bei Verwendung der erfindungsgemaBen Virati odar bei der erfindvmgsgemaBen Verwendung 
der hierin beschriebenen Viren kann eine dan Wildtyp vergleichbare R^likation bereits bei 
einer Infektionsrate von 1 bis 10 pfu/Zelle erreicht werden gegenflber 10 bis 100 pfii/Zelle 
gemSB dem Stand der Technik. 

•[liter zellularem YB-1 soil hierin ein jedes YB-1 verstanden werden, welches von einer Zelle 
odiert vind bevorzugterweise auch exprimiert wird, wobei dieses YB-l in der Zelle insbesondere 
vor der Infektion der betreffenden Zelle mit einem Adenovirus, bevorzugterweise einem 
Adenovirus, und/oder einem Helfervirus, wie hierin beschrieben, vorhanden ist Es ist jedoch 
auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass zellulSres YB-1 auch ein solches ist, welches 
erst durch exogene MaBnahmen, wie beispielsweise durch Infektion mit emem Virus, 
insbesondere mit einem Adenovirus, in die Zelle eingefOhrt bzw. von dieser produziert wird. 

Ohne im folgenden darauf festgelegt sein zu woUen, geht do- vorliegende Erfinder davon aus, 
dass der E2-early Promoter, d. h. der frOhe E2-Promotor, im Rahmen der Replikation der hierin 
erfindungsgemaB verwendeten Viren nicht tlber den humanen zellulSren E2F- 

•ranskriptionsfaktor eingeschaltet wird. Das Einschalten der Replikation ist dabei unabhangig 
om Rb-Status der Zellen, d.h. dass die Tumorzellen, die unter Anwendung der hierin 
offenbarten Viren infiziert und in der Folge bevorzugt lysiert werden, sowohl funktionelle wie 
auch inaktive Rb-Proteine besitzen konnen. Zudem benQtigt die adenovirale Rephkation unter 
Verwendung der hierin offenbarten Adenoviren bzw. den hierin offenbarten Bedingungen kein 
funktionelles p53 Protein, wird jedoch auch durch dessen Vorhandensein nicht nachteilig 
beeinflusst. Insoweit wendet sich die technische Lehre von dem mit der Anwendung der 
onkolytischen oder tumorlytischen Adenoviren vom Typ AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, 
CB016 Oder jener Adenoviren, wie sie beispielsweise im europSischen Patent EP 0 931 830 
beschrieben sind, verfolgten Prinzip ab, bei denen eine und/oder mehrere Deletion(en) im ElA- 
Protein vorgenommen worden war(en) unter der Annahme, dass intakte funktionelle Rb-Protdne 
einer effizienten Replikation in vivo entgegenwirken und somit eine adenovirale Replikation in 
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vivo nur in Rb-negativen bzw. Rb-mutierten Zellen sicher zu stellen. Diese adenoviralen 
Systeme nach dem Stand der Technik gehen auf El A zuriick, urn mittels des frOhen E2- 
Promotors (E2-early Promoter) und „freiem E2F* die in vivo Replikation von Adenoviren zu 
steuem. Gleichwohl kdnnen diese im Stand der Technik bekanntm Viren erfindungsgemaB 
verwendet werden, d. h. zur Replikation in Zellen, die YB-1 unabhSngig vom Zellzyklus im 
K&cn enthalten. 

Die in dem besagten europSischen Patent EP 0 931 830 beschriebenen Viren und insbesondere 
Adenoviren k<5nnen dabei erfindungsgemaB verwendet werden. Konkret handelt es sich bei den 
in besagtem Patent beschriebenen Viren um solche, die eine R^likaktionsdefizienz aufweisen 
^^^id denen ein exprimiertes virales Onkoprotein fehlt, das zur Bindung eines funktionellen Rb- 
^^^Tumorsuppressor-Genprodukts Tahig ist. Der Adenovirus kann dabei insbesondere ein solcher 
sein, dem exprimiertes virales ElA-Onkoprotein fehlt, das zur Bindung eines funktionellen 
Tumorsuppressor-Genprodukt, insbesondere Rb, fShig ist. Das virale ElA-Onkoprotein kann 
dabei eine inaktivierende Mutation aufweisen, beispielsweise in der CRl-DomSne an den 
AminosfUiren 30 bis 85 in Ad 5, den Nukleotidpositionen 697-790, und/oder der CR2-Domane 
an den Aminosauren 120 bis 139 in Ad 5, den Nukleotidpositionen 920 bis 967, welche an der 
Bindung von pl05 Rb Protein, pl30 und pl07 Protein beteUigt sind. Daba kann auch 
vorgesehen sein, dass der Adenovirus vom Typ 2 dl 312 oder Adenovirus vom Typ 5 NT dl 1010 
ist. 

•Bei der erfindungsgemSBen Verwendung von Adenoviren zur Herstellung eines Medikamentes, 
msbesondare zur Herstellung eines Medikamoites fUr die Behandlung von Tumorerkrankungen, 
und h&. der erfindungsgCTiaBen Verwendung von Adenoviren zur Replikation in Zellen, die YB- 
1 im Kern aufweisen, erfolgt die Replikation letzten Endes in solchen Zellen, die YB-1 im Kem, 
bevoizugterweise unabhSngig vom Zellzj*lus, aufweisen, mithin YB-l-Kem-positiv sind. Dabei 
ist besonders beachtlich, dass die Adenoviren als solche in Zellen, die YB-1 nicht im Kem, 
sondem im Wesentlichen nur im Zytoplasma enthalten, nicht oder stark veningert replizieroi. 
Insoweit ist es erforderlich, dass fUr eine erfolgreiche Replikation dieser Viren YB-1 im Kem 
voihanden ist. Dies kann beispielsweise, wie auch im Folgenden noch ausgefOhrt werden wird, 
durch Anlegen solcher Bedingungen an die Zellen realisiert werden, dass es zur Expression oder 
dem Vorhandensein von YB-1 im Kem kommt. Eine entsprechende MaBnahmen kann z. B. die 
Codierung bzw. Exprimierung von YB-1 duich die erfindungsgemSB verwendeten Adenoviren 
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sein, die in Erganzung zu den adenoviralen Genen auch eine genetische Information in sich 
tragen, die filr YB-1 und insbesondere dessen Expression codiert. Andere MaBnahmen, die zum 
Transport, zur Induktion oder Expression von YB-1 im Kern der Zelle fuhren, sind das Anlegen 
von Stressbedingungen wie beispielsweise die Applikation von Zytostatika, Bestrahlung, 
Hyperthermie und dergleichen an die Zelle bzw. den eine - solche - Zelle ©ithaltenden 
Qrganismus. 

Die im Rahmen der vorUegenden Erfindung, insbesondere zur Tumorlyse, verwendetra 
Adenoviren zeichnen sich weiteihin dadurch aus, dass sie in solchen Zellen, die YB-1 im Kem 
nicht aufweisen, mithin YB-l-Kem-negativ sind, nicht replizieren. 

^^^in weiteres Merkmal der erfindungsgemaB zu verwendenden Adenoviren besteht darin, dass sie 
fur ein virales Onkoprotein, das hierin auch also Onkogenprotein bezeichnet wird, codieren, 
wobei es sich bei dem Onkogenprotein bevorzugter Weise um ElA handelt, wobei das 
Onkogenprotein in der Lage ist, zumindest ein virales Gen zu aktivieren, welches einen Einfluss 
auf die Replikation des Virus und/oder die Zellyse der von dem Virus infizierten Zelle haben 
kann. Dabei ist bevorzugt, dass der Einfluss auf die Rq)likation dergestalt ist, das der Virus bei 
Vorhandensein des Onkogenproteins besser repliziert als bei Fehlen des Onkogehproteins des 
jeweilige Virus. Dieser Vorgang wird hierin auch als transaktivierend bezeichnet und 
insbesondere als ElA-transaktivierend bezeichnet, wenn die Transaktivierung von ElA 
vermittelt wird. Die Bezeichnung „transaktivieren" oder „Transaktivierung" beschreibt dabei 

•bevorzugt den Vorgang, dass das in Frage stehende virale Onkoprotein auf die Expression 
imd/oder auf die Transkription eines anderen oder mehrerer anderer Gene als das fur das virale 
Onkoprotein selbst codierende Gen Einfluss nimmt, d. h. bevorzugterweise dessen Expression 
und/oder Translation steuert, und diese(s) insbesondere aktiviert. Derartige vkale Gene sind 
bevorzugter Weise ElB55kDa, E4orK, E4orf3 und E3ADP sowie beliebige Kombinationen der 
vorstehend genannten Gene bzw. Genprodukte. 

Ein weiteres, wenngleich bevorzugterweise optionales, Merkmal der erfindungsgemSfi zu 
verwendenden Adenoviren ist derm Bindungsverhalten zu bzw. mit dem Tumor-Suppressor Rb. 
Es ist grundsatzlich im Rahmen der vorUegenden Erfindung, dass die erfindungsgemaB 
verwendeten Adenoviren an Rb binden oder nicht binden konnen. Die Verwendung der beiden 
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altemativen Ausgestaltungsformen der Adenoviren ist dabei unabhSngig vom Rb-Status der 
behandelnden Zelle mdglich. 

Um El A die FShigkeit zu verleihen, nicht an Rb binden zu kSimen, sind beispielsweise folgende 
Deletionen am ElA-Onkopiotein mdglich: Deletion in der CRl-Region (Aminos^urepositionen 
30-85 in Ad5) und Deletion der CR2-Region (AminosSurepositionen 120-139 in Ad5). Dabei 
bleibt die CR3-Re^on eihalten imd kann ihre transaktivierende Funktion auf die anderen Mhea 
viralen Gene ausubra. 
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Um El A die Fahigkeit zu verleihen, an Rb binden zu konnen, sind dagegen folgende Deletionen 
ElA-Onkoprotein grundsatzlich moglich: Deletion der CR3-Region (Aminosaurepositionen 
140-185); Deletion des N-Terminus (Aminosaurepositionen 1-29); Deletion der 
Aminosaurepositionen 85-119; und Deletion des C-Temiinus (Aminosaurepositionen 186-289). 
Die hier aufgefflhrten Bereiche interferieren nicht mit der Bindung von E2F an Rb. Die 
transaktivierende Funktion bleibt erhalten, ist jedoch gegenttber vom Wildtyp-Ad5 verringerL 



Derartige im Stand der Technik grundsatzlich bereits bekannte Viren gel^ allgemein als 
replikationsdefizient. Es ist jedoch das Verdienst des vorliegenden Erfindes, eikannt zu hab^, 
dass sie dennoch zur Replikation in einem geeigneten Hintergrund, insbesondere einem 
zellularen Hintergrund geeignet sind. Bin derartiger geeigneter zellulSrer Hintergrund wild duich 
das Vorhandensein von YB-1 im Kern, bevorzugterweise eine Zellzyklus-unabhangige 
iwesenheit von YB-1 im Kem, bedingt oder bereitgestellt. Der Begriff der Zellen oder 
zellulSien Systeme, wie hierin verwandet, umfasst dabei Fragmente oder Fraktionen von 
Zellaufschlflssen ebenso wie Zellati, die in vitro, in vivo oder in situ vorliegen. Insoweit umfasst 
der Begriff zellulSre Systeme oder Zellen auch solche Zellen, die in einer Zellkultur, 
Gewebekultur, Organkultur oder in einem Gewebe oder Organ in vivo bzw. in situ, isoliert, in 
Gruppen oder als Teil von Geweben, Qrganen oder Organismen oder aber auch als solches in 
einem bevorzugterweise leb^doi Organismus vorli^en. Bei dem Organismus handelt es sich 
bevorzugter Weise mn einen Wiibeltier-Organismus und bevorzugterer Weise um ein SSugetira:. 
Besonders bevorzugterweise ist der Organismus dabei ein menschlicher Organismus, 



Daruber hinaus ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass auf der Grundlage der hiecin 
gegebenen technischrai Lehre neue Viren erzeugt werden, die das ReplikationsveAalten der 
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hierin beschriebenen und im Stand der Technik bekannten Adenoviren in solchen Zellen zeigen, 
die YB-l-Kem-positiv sind. Mit anderen Worten, insbesondere bevorzugterweise ausgehend von 
den bereits bekannten Adenoviren konnen weitere Viren konzipiert werden, die die hierin 
definierten, ftir die erfindungsgemSBe Verwendxmg erforderlichen Merkmale aufweisen. 

Jm Zusanmienhang mit der vorliegenden Erfindung ist das modifizierte ElA-Onkoprotein der 
verschiedenen, erfindungsgemSB zu verwendenden Adenoviren in der Lage transaktivierend auf 
die frOhen virale Gene, wie beispielsweise E1B55K, E4orf3, E4orf6, E3ADP, in YB-1 
kempositiven Zellen zu wirken. Dabei liegt sonst bevorzugterweise keine VerSnderung im 
viralen Genom vor und der entsprechende Adenovirus kann insoweit ansonsten einen 
^l^denoviren vom Wildtyp oder Abwandlung davon entsprechen. 

Zu den hierin offenbarten Viren, die fur ein transaktivierendes Onkogenprotein im Sinne der 
vorliegendra Erfindung codieren oder ein solches um&ssen, gehdren beispielsweise die 
Adenoviren AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, CB106 und/oder die im europSischen Patent EP 
0931 830 beschriebenen Adenoviren, die jeweils in der Lage sind, transaktivierend auf die 
frOhCTL Gene z.B. ElB, E2, E3 und/oder E4 zu wiiken, und ist vergleichbar mit Adenovirus vom 
Wildtyp, insbesondere vom Wildtyp Ad5 aufweisen. Verantwortlich fiir die Transaktivierung ist 
in diesen Fallen ein bestimmter Bereich des ElA Proteins. Innerhalb von verschiedenen 
Adenovirus-Serotypen kommen 3 hoch konservierte Bereiche im ElA Protein vor. Der Bereich 
CRl von 41-80 AS, CR2 von 120-139 und CR3 von 140-188 AS. Die transaktivierende 
I^^Hunktion beruht hauptsachlich auf das Vorhandensein der CR3-Region im ElA Protein. Die AS- 
^^equenz von CR3 liegt in den oben genannten Adenoviren unverandert vor. Dies fuhrt dazu, 
dass die TransaktiviCTung der frCihen Gene ElB, E2, E3 und E4 imabhSngig davon erfolgt, ob 
YB-1 im Kem oder im Zytoplasma vorhanden ist. 

1m rekombinanten Adenovirus dl520 ist dahingegen der CR3-Bereich deletiert worden. Damit 
exprimiert dl520 ein sogenanntes E1A12S Protein, welches nicht die AS-Sequenz der CR3- 
Region aufweist. Dies fuhrt dazu, dass dl520 nur eine ganz schwache transaktivierende Fmiktion 
ausuben kann, insbesondere auf die E2-Region, und somit in YB-1 Kem-negativen Zellen nicht 
repliziert. In YB-1 Kem-positiven Zellen ttbemimmt YB-1 die Transaktivierung der E2-Region, 
und erniSglicht somit erne effziente Replikation dl520. Darauf beruht die Verwendung von 
Systemen wie dl520 bzw, auf der Grundlage von dl520 zu den hierin offenbarten Zwecken. Ein 
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weiterer wichtiger Unterschied zwischen beiden vorstehend beschriebenen Grappen von 
Adenoviren, d. h. delta 24 (hierin auch als AdA24 bezeichnet) und dl520 besteht darin, dass bei 
diS20 die frOhen Gene ElB, E3 und E4 starker in YB-1 Kem-positiven Zellen als in YB-1 Kem- 
negativen Zellen transaktiviert werden. Bei delta 24 bestehen hingegen keine bzw. nur 
geringfUgige Unterschiede. Die Transaktivierung von dlS20 bzw. genau^ des E1A12S Proteins 
ist allerdings erheblich schw&cher im Vergleich zum Wildtyp-Adenovirus. Diese 
Transaktivierung reicht allerdings aus, um eine efifiziente Replikation in YB-1 kempositiven 
Zellen durchzufuhren, wie dies auch in Beispiel 10 gezeigt ist Die hierin und speziell in diesem 
Zusanunenhang beschriebene Ausgestaltung des ElA-Proteins bzw. der dafiir codierenden 
_ N ukleinsaure in der Form, dass das ElA-Protein gegenuber dem Wildtyp-Onkogenprotein El A 
.^^^Bine Oder mehrere Deletionen und/oder Mutationen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine 
"^^solche ist, die ausgewShlt ist aus der Gnppe, die Deletionen des Bereiches CR3 xmd Deletionen 
des N-Terminus und Deletionen des C-Terminus umfasst, einschliefiUch und besonders 
bevoizugt jener Ausgestaltungen des ElA-Proteins wie im Zusammenhang mit dlS20 oder 
AdA24, dl922 bis 947, ElAd/01/07, CB106 und/oder die im europflischen Patent EP 0 931 830 
beschriebenen Adenoviren, stellen Ausftihrungsfonnen von Viren, insbesondere von Adenoviren 
dar, deren Replikation durch YB-1 Uber die Aktivierung des E2-late-Promotors gesteuert wird, 
bevoizugterweise ilberwiegend tiber die Aktivierung des E2-late-Promotors, Weitere 
Ausgestaltungen des ElA-Proteins, die diese Form der Replikation von Adenoviren erlauben, 
konnen auf der Grundlage der hierin gemachten Offenbarung von den FacMeuten auf dem 
_ Gebiet hergestellt werden. 

^^^^ei weiteren, neu zu konstruierenden rekombinanten Adenoviren, die hierin auch als 
Abwandlimgen bezeichnet werden und die CTfindungsgemSB verwendet werden kSnnCTi, liegt 
typischerweise eine El-Deletion, eine El/E3-Deletion und/od» eine E4-Deletion vor, d. h. die 
ensprechenden Adenoviren sind nicht in der Lage, funktional aktive El- und/oder E3- und/oder 
E4-Expressionsprodukte bzw. entsprechende Produkte zu erzeugen, oder mit anderrai Worten, 
diese Adenovu:en lediglich in der Lage sind, funktional inaktive E1-, E3- und/oder E4- 
Expressionsprodukt zu erzeugen, wobei ein funktional inaktives E1-, E3- und/oder E4- 
Expressionsprodukt ein solches, welches entweder gar nicht als Expressionsprodukt, sei es auf 
der Ebene der Transkription und/oder der Translation, oder in einer Form vorliegt, bei der es 
zumindest eine der ihm im Adenoviras vom Wildtyp zukommende Funktion nicht aufweist. 
Diese dem Expressionsprodukt im Adenovirus vom Wildtyp zukommenden Funktion(en) ist/sind 
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den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und beispielsweise beschrieben in Russell, C, 
Journal of Virology, 81, 2573-2604, 2000. Russell (a.a.O.) beschreibt im ubrigen auch Prinzipien 
der Konstraktion von Adenoviren und adenoviralen Vektoren, die hierin durch Bezugnahme 
aufgenoimnen werden. Es ist auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass das modifizierte 
ElA-Onkoprotein, E1B-55K, E4orf5 und/oder E3ADP (adenoviral death protein (ADP)) 
(ToUefeon, A, et al., J. Virology, 70, 2296-2306, 1996.) in einem solchen Vektor einzehi oder in 
beliebiger Kombination zur Expression gebracht wird/werden. Dabei konnen die einzelnen 
genannten Gene ebenso wie die hierin offenbarten Transgene unabhangig von einander eotweder 
in der El und /oder E3 xind/oder E4-Region einkloniert imd mit Hilfe eines geeigneten Promoters 
oder tmter KontroUe eines geeigneten Promotors zur Expression gebracht werden. GrundsStzlich 
^^^id die Regionen El, E3 und E4 als Klonienmgsstellen iimerhalb der adenoviralen 
^^Nukleinsaure gleichermaflen geeignet. Geeignete Promotoren sind u. a. jene, wie sie hierin im 
Zusanomenhang mit der Steuerung bzw. Expression von ElA, insbesondere des modifizierten 
ElA, ofTenbart smd. 

Schliefilich ist in einer Ausfiihrungsform vorgesehen, dass die erfindungsgemafi vowendeten 
Adenoviren hinsichflich ElB defizient, insbesondere hinsichtlich ElB 19 kDa-defizient sind. 
Dabei wird hierin allgemein unter dem Begriff defizient ein Zustand verstanden, bei dem ElB 
die im Wildtyp inhSrente Gesamtheif der Eigenschaftm nicht aufweist und mindestens eine 
dieser Eigenschaften fehlen. 

«bie Adenoviren, wie sie gemaB der hierin offenbarten Erfindung verwendet werden, sind 
grundsatzlich im Stand der Technik zumindest in einigen Ausfuhrungsformen bekannt. Bei den 
erfindungsgemafi verwendeten Adenoviren handelt es sich bevorzugter Weise um rekombinante 
Adenoviren, insbesondere auch dann, wenn eine VerSnderung gegentlber dem Wildtyp 
vorgenommen wurde im Sinne der hierin gegebenen technischen Lehre. Es ist im Rahmen der 
Kenntnisse der Fachleute auf diesem Gebiet, fur die Erfindung imwesentliche adenoviralen 
Nukleinsauresequenzen zu deletieren bzw. zu mutiaren. Derartige Deletionen kdnnen z. B die fOr 
einen Teil der E3 und E4 codierende Nukleinsaure betreffen wie hierin auch beschrieben. Bei 
einer Deletion von E4 ist dabei besonders bevorzugt, wenn sich diese nicht auf das Protein 
E4orf6 erstreckt, mithin der erfindungsgemaB zu verwendende Adenoviras E4orf6 codiert. In 
bevorzugten Ausfuhrungsformen konnen diese adenoviralen Nukleinsauren noch in das virale 
Kapsid verpackt werden und damit infektiSse Partikel ausbilden. Gleiches gilt fiir die 
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erfiiidungsgemaBe Verwendung der Nukleinsauren. Generell gilt es auch noch festzuhalten, dass 
die adenoviralen Systeme hinsichtlich einzelner oder mehrerer Expressionsprodukte defizient 
sein kSimen. Dabei ist zu berttcksichtigen, dass dies zum einen darauf beruhen kann, dass die fiir 
das Expressionsprodukt codierende Nukleinsaure vollstandig oder in dem MaBe mutiert oder 
deletiert ist, dass im wesentlichen kein Expressionsprodukt mehr gebildet wird, oder darauf, dass 
regulative bzw, die Expression steuemde Elemente wie Promotoren oder Transkriptionsfaktoren 
fehlen oder anders als im Wildtyp aktiv sind, sei es auf der Ebene der Nukleinsaure (Fehlen eines 
Promotors; cis-wirfcende Elem^t) odOT auf der Ebene des Translations- bzw. 
Transkriptionssystems (trans-wirkende Elemente). Gerade der letztere Aspekt kann dabei vom 
jeweiligen zellulSren Hintergrund abhSng^. 

^^^^eben der Verwendung von an und fiir sich bereits bekaimten Adenoviren gemSB der 
vorliegenden Erfindung konnen auch neue Adenoviren in dem Umfang verwendet werden, wie 
dies Six die anderen hierin beschriebenen Adenoviren bereits offenbart ist. Die 
erfindungsgemafien neuen Adenoviren ergeb^ sich aus der hierin offenbarten technischen 
Lehre. Besonders bevorzugte Vertreter sind dabei beispielsweise die hierin in Fig. 16 und Fig. 17 
dargestelltoi Viren Xvir03 und Xvir03/01, deren Konstrukdonsprinzip auch in den Beispielen 1 1 
imd 12 weiter veranschaulicht ist 

lin Falle des Vektors Xvir03 wuide in der El-Region ein CMV-Promotor kloniert, der die durch 
eine JRES-Sequenz getrennten NukleinsSuren fOr ElB 55k und E40RF6 codiert. Ihfolge 

•inklonierung dieser beiden Gene bzw. der daraus hergestellten Genprodukte kommt es zu einer 
eplikationsefSzienz, die praktisch derjenigen von Wildtyp-Viren entspricht, wobei die 
Selektivitat der Replikation in Zellen, insbesondere Tumorzellen, insoweit beibehalten wird, als 
dass eine Replikation, insbesondere in YB-l-Kem-positiven Zellen imd insbesondere in solchen 
Zellen erfolgt, bei denen YB-1 dereguliert vorliegt. Zellen, in denen YB-1 dereguliert vorliegt, 
sind dabei bevorzugt solche, die eine erh5hte Expression von YB-1, bevorzugt Kompartiment- 
unabhSngig, aufweisen verglichen mit normalen oder Nicht-Tumorzellen. 

Eine Weiterentwicklung des Virus Xvir03 stellt der Virus Xvir03/01 dar, bei dem unter der 
Kontcolle eines sp^ifischen Promotors, insbesondere eines Tumor- oder Gewebe-spezifischen 
Promotors, th^apeutische Gene oder Transgene in einer bevorzugten Ausfiihrungsfoim 
einkloniert sind. Weiterhin ist es im Rahmen eines derartigen Vims, dass auch die Region E4 
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funktional inaktiv ist, bevorzugterweise deletiert ist Die hierin beschriebenen Transgene kdnnen 
dabei auch in die E4-Region kloniert werden, wobei dies altemativ oder erganzend zum 
Klonieren der Transgene in die E3-Region erfolgen kann. 

Derartige flierapeutische Gene kSnnen dabei Prodrug-Gene, Gene fUr Zytokine, Apoptose- 
induzi^ende Gene, Tumorsuppressorgene, Gene jRir Metalloproteinasen-Inhibitoren und/oder 
Angiogenese-Inhibitoren sein. Femer kSnnen siRNA, ^tameren, Antisense und Ribozyme 
exprimiert werden die gegen Krebs-relevante ZielmolekOle gerichtet sind. BevorzugtCTweise ist 
das einzelne oder die mehreien Zielmolekttle aus der Gruppe ausgewShlt, die Resistenz-relevante 
Faktoren, Anti-Apoptose-Faktoren, Onkogene, Angiogenese-Faktoren, DNA-Synthese-Enzyme, 
^j^NA-Reperaturenzyme, Wachstumsfaktoren und deren Rezeptorrai, Transkriptionsfektoren, 
^^Wlletalloproteinasen, insbesondere Matrix-Metalloproteinasen, und Plasminogenaktivator vom 
Urokinase-Typ umfesst. Bevorzugte Ausfiihrungsformen davon sind hierin bereits offenbart. 

Mdgliche Prodrug-Gene, wie sie in bevorzugten Ausflihrungsfonnen verwendet werdati kSnnen, 
sind beispielsweise Cytosine deaminase, Thymidin kinase. Carboxypeptidase, Uracil 
phosphoribosyltransferase; Putin NuMeosid Phosphorylase (PNP); Kim et al. Trends in 
Molecular Medicine, Volume 8, No.4 (Suppl), 2002; Wybranietz W.A. et al., Gene Therapy, 8, 
1654-1664, 2001; Niculescu-Duvaz et al., Curr, Opin. Mol. Therapy, 1, 480.486, 1999; Koyama 
et al.. Cancer Gene Therapy, 7, 1015-1022, 2000; Rogers et al.. Human Gene Ther^y, 7, 2235- 
2245, 1996; Lockett et al.. Clinical Cancer Res., 3, 2075-2080, 1997; Vijayakridma et al., J. 
^^harmacol. And Exp. Therapeutics, 304, 1280-1284, 2003. 

Mogliche Zytokine, wie sie in bevorzugten Ausfiihrungsformen verwendet werden konnen, sind 
beispielsweise GM-CSF. TNF-alpha. 11-12, 11-2, 11-6, CSF, Interferon-Gamma; Gene Therapy, 
Advances in Pharmacology, Volume 40, Editor J. Thomas August, Academic Press; Zhang und 
Degroot, Endocrinology, 144, 1393-1398, 2003; Descamps et al., J, Mol. Med., 74, 183-189, 
1996; Majumdar et al.. Cancer Gene Therapy, 7, 1086-1099, 2000. 

Mdgliche Apoptose-induzierende Gene, wie sie in bevorzugten AusfOhrungsformen verwendet 
werden kSnnen, sind beispielsweise Decorin: Tralhao et al., FASEB J, 17, 464-466, 2003; 
Retinoblastoma 94: Zhang et al.. Cancer Res.,63, 760-765, 2003; Bax und Bad: Zhang et al. 
Hum. Gene Then, 20, 2051-2064, 2002; Apoptin: Notebom und Pietersen, Adv. Exp. Med. 
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Biol., 465, 153-161, 2000); ADP: Toth et al.. Cancer Gene Therapy, 10, 193-200, 2003; bcl-xs: 
Sumantran et al,. Cancer Res, 55, 2507-2512, 1995; E4orf4: Braithwaite und Russell, Apoptosis, 
6, 359-370, 2001; FasL, Apo-1 und Trail: Boehringer Manheim, Guide to Apoptotic Pathways, 
Arai et al., PNAC, 94, 13862-13867, 1997; Bims; Yamaguchi et al.. Gene Therapy, 10, 375-385, 
2003; G1SIR163: Oncology News, 17 Juni, 2000, sind. 

Mdgliche Tumorsuppressor-Gene, wie sie in bevorzugt^ Ausftihrungsformen verwendet werden 
kfinnen, sind beispielsweise EJA, p53, pl6. p21, p27. MDA-7. Opalka et al.. Cell Tissues 
Organs, 172, 126-132, 2002 , Ji et al.. Cancer Res., 59, 3333-3339, 1999, Su et al.. Oncogene, 
22,1164-1180,2003. 

m. Sgliche Angiogenese-Inhibitoren, wie sie in bevorzugten Ausftthrungsformen verwendet 
werden konnen, sind beispielsweise Endostatin, angiostatin : Hajitou et al., FASEB J., 16, 1802- 
1804, 2002, und AntikSrper gegen VEGF (Feirara, N., Semin Oncol 2002 Dec; 29 (6 Suppl 16): 
10-4. 

Mdgliche MetaUoproteinase-Inhibitoren, wie sie in bevorzugten AusfOhrungsformen verwend^ 
werden kSnnen, sind beispielsweise Timp-3, Ahonen et al., Mol Therapy, 5, 705-715, 2002; PAI- 
1\ Sofif et al., J. Clm. Invest., 96, 2593-2600, 1995 ; Timp-U Brandt K. Curr. Gene Ther^y, 2, 
255-271, 2002. 

•iRNA (short interfering RNA) besteht aus zwei, bevorzugt zwei getrennten RNA-StrSngen, die 
afolge Basenkomplementaritat miteinander hybridisieren, d.h. im wesentlichen basengepaart 
vorliegen, und weist bevozugterweise eine Lange von bis zu 50 Nukleotiden auf, 
bevorzugterweise zwischen 18 vmd 30 Nukleotiden, bevorzugtererweise weiniger als 25 
Nukleotide und am bevorzugtesten 21, 22 oder 23 Nukleotide, wobei sich diese Zahlenwerte auf 
einen Einzelstrang der siRNA, insbesondere auf die Lange des Bereiches eines Einzelstranges, 
der mit einem, genauer dem zwdten Einzelstrang hybridisiert bzw. bas^paart, beziehen. siKNA 
mduziert oder vetmittelt spezifisch den Abbau von mRNA. Die dazu erforderliche SpezifitSt 
wild durch die Sequenz der siRNA und damit ihren Bindungsort vennittelt Die abzubauende 
Zielsequenz ist dabei im wesentlichen komplonentSr zu dem ersten oder zu dem zweiten die 
siRNA aufbauenden Strang. Obwohl die genauen Wirkmechanismen noch unklar sind, wird 
veimutet, dass siRNA fdr Zellen eine biologische Strategie darstellt, wahrend der Entwicldung 
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bestimmte Allele zu hemmen und sich vor Viren zu schutzen. Die durch siRNA vermittelte 
RNA-Interferenz wird als Verfahren zur spezifischen Unterdruckung oder gar voUigen 
Ausschaltung der Expression eines Proteins durch Einbringen einer genspezifischen 
doppelstrangigen KNA benutzt. Fiir hohere Organismen ist eine 19 bis 23 Nukleotid lange 
siRNA deshalb besonders geeignet, weil sie nicht zur Aktivienmg der unspezifischen 
Abwehrreaktion, zur sogenannten IhterliBukin-Antwort filhrt. Die direkte Transfektion von 
doppelstrSngiger RNA aus 21 Nukleotiden mit sycmnetrischen 2-nt 3' tJberhangen konnte eine 
KNA-lhterferenz in S9ugetierzellen vermitteln und zeigte im Vergleich zu anderen Technologien 
wie Ribozymen und Antisense-Moleklilen eine hohe EfOzienz O^lbashir, S« Haxborth J, 
Lendeckel W. Yalvcin, A. Weber K Tuschl T: Duplexes of 21 -nucleotide RNAs mediate RNA 
^^^terference in cultured mammalian cells. Nature 2001, 411: 494-498). Nur wenige siRNA- 
^^^lolektile genugten, irai die Expression des Zielgens zu xmterdrttcken. Um die Limitierungen 
exogen zugefuhrter siRNA, die insbesondere in der transienten Natur des Interferenz-Phanomens 
und der spezifischen Abgabe (engl. delivery) der siRNA-Molekflle liegen, zu umgehen, werden 
im Stand der Technik auch Vektoren eingesetzt, die eine endogene siRNA-Expression erlauben, 
Hierfiir werden beispielsweise Oligonuldeotide mit einw LSnge von 64 NuMeotidm, die die 19 
Nukleotide lange Zielsequenz einschliefien, sowohl in sense- als auch in antisense- Orientienmg, 
getrennt durch eine beispielsweise 9 Nukleotide lange Spacer-Sequenz, in den Vektor eingebaut. 
Das resultierende Transkript faltet sich zu einer Haamadelstruktur mit einer Stammstruktur 
(engl.: stem) von beispielsweise 19 Basei^aaren. In der ZeUe wird die Schleife rasch 
abgespaltet, so daB eine funktionelle siRNA entsteht (Brummelkamp et al.. Science, 296, 550- 
^^^53, 

Die Aktivitat von pRb bzw. E2F wird dmch Phosphorylierung reguliert. Die 
hypophosphorylierte Form von pRb tritt hauptsachlich in der Gl- und M-Phase auf. Dagegen 
tritt die hyperphosphorylierte Form von pRb in der S- und G2-Phase auf. Durch die 
Phosphorylierung von pRb wird E2F aus dem Komplex aus E2F und hypophosphoryliertem pRb 
freigesetzt. Die Freisetzung von E2F aus dem Komplex aus E2F und hypophosphoryliertem pRb 
fuhrt zur Transkription von E2F-abhangigen Genen. Das ElA-Protem bindet nur an die 
hypophosphorylierte Form des pRb, wobei die Bindung von El A an pRb hauptsSchlich ttber die 
CR2-Region des El A-Proteins erfolgt. Zudem bindet es auch an die CRl -Region, allerdings mit 
einer schwlcheren Affinitat (Ben-Israel and Kleiberger, Frontiers in Bioscience, 7, 1369-1395, 
2002; Helt und Galloway, Carcinogenesis, 24, 159-169, 2003). 
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Die fiir YB-1 codierende Nxikleinsaure, die in einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemaB zu 
verwendCTiden Adenoviren Bestandteil der Adenoviren sein kann, kaiin dabei eine einen 
Kemtransport von YB-1 vennittelnde Nukleinsauresequenz umfassen. Als Adenoviren bzw, 
adenovirale Systeme und damit die entsprechenden Nukleins^uren kOnnen im Zusammenhang 
damit und in Kombination mit diesen erfindungsgemaBen NukleinsSuren die erfindungsgemUBen - 
NukleinsSiiren, Adenoviren und adenoviralen Systeme sowie die im Stand der Technik 
bekannten Adenoviren wie beispielsweise Onyx-015, AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, CB016, 
dl 520 und die im Patent EP 0931 830 beschriebenen AdenovirCTi verwendet werden. Geeignete, 
_ den Kemtransport vennittelnde Nukleinsauresequenzen sind den Fachleuten auf dem Gebiet 

^^^ekaxmt und beispielsweise beschrieben in (Whittaker, G.R. et al,. Virology, 246, 1-23, 1998; 

^^T^riedberg, E.G., TIBS 17, 347, 1992; Jans, D.A. et aL, Bioessays 2000 Jun; 22(6): 532-44; 
Yoneda, Y., J, Biocehm. (Tokyo) 1997 May; 121(5): 811-7; Boulikas, T., Grit Rev. Eukaryot. 
Gene Expr 1993; 3(3): 193-227; Lyons RH, MoL CeU BioL, 7, 2451-2456, 1987). Bei den 
Kemtransport vermittelnden Nukleinsauresequenzen k5nnen verschiedene Prinzipien verwendet 
werden. Ein derartiges Prinzip besteht beispielsweise darin, dass, dass YB-1 als Fusionsprotein 
mit einem Signalpeptid ausgebildet wird und infolge des Signalpeptids YB-1 in den Zellkem 
geschleust wird und damit die erfindungsgemSBe Replikation der Adenoviren erfolgt. 

Ein weiteres Prinzip, welches bei der Ausgestaltung der erfindTmgsgemSB verwendeten 
Adenoviren zur Anwendung gelangen kann, besteht darin, dass YB-1 mit einer Transportsequenz 

•l^ersehen wird, die dazu fuhrt, dass YB-1, bevorzugter Weise ausgehend von einer Synthese im 
Cytoplasma, in den Zellkem geschleust oder transloziert wird und dort die virale Replikation 
befbrdert. Ein Beispiel fiir eine besonders wirksame, den Kemtransport veraiittelnde 
NukleinsSluresequenz stellt die TAT-Sequenz von HIV dar, die neben weiteren geeigneten 
derardgen Nukleinsauresequenzen beispielsweise beschrieben ist in Efthymiadis, A., Briggs, U, 
Jans, DA., JBC 273, 1623-1628, 1998. Dabei ist es Rahman der vorliegenden Erfindung, dass die 
erfindungsgemaB verwendeten Adenoviren die Nukleinsauresequenzen umfassen, die fiir die den 
Kemtransport codierenden Peptide codieren. 

Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass YB-1 in voUstSndiger LSnge vorliegt, 
insbesondere in einer Form, die dem Wildtyp von YB-1 entspricht, Es ist weiterhin im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung, dass YB-1 als Derivat, zum Beispiel, in verkOrzter oder trunkierter 
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Form verwendet wird oder vorliegt. Ein YB-l-Derivat, wie es im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung verwendet wird, oder vorliegt, ist dabei ein solches, das an den E2 late-Promotor zu 
binden in der Lage ist und dadurch die Genexpression von der adenoviralen E2-Region aktiviert. 
Derartige Derivate umfassen insbesondwe die hierin offenbarten YB-l-Derivate. Weitere 
Derivate kfinnen durch Deletion einzelner oder mehrerer Aminosauren am N-Terminus, am C- 
Terminus oder innerhalb der Aminosauresequenz erzeugt w^en. 

Hinsichtlich der vorstehend genannten verschiedenen weiteren, von den Adenoviren codierten 
bzw. exprimi^en Genen mid Genprodnkten ist es auch mSglich, dass diese in beliebiger 
Kombination codiert bzw, exprimiert werden. 

^^^iLi Rahmen der vorliegenden Erfindmig soUen hierin die Begrifife Adenovirus mid adenovirale 
Systone als im wesentlichen die gleiche Bedeutung aufweisend verstanden werden, Unter 
Adenovirus soil dabei insbesondere das voUstandige Viruspartikel verstanden werden mn&ssend 
das K^sid imd die Ni]kleiiisam:e. Der Begriff adraovirales S}^tem stellt insbesondere darauf ab» 
dass die Nukleins^mre gegenflb^ dem Wildtyp verSndert ist. Bevorzugt mnfassen derartige 
Andenmgen solche im Aufbau des Genoms des Adenovirus wie sie dmx^h Deletieren und/oder 
Hinzufugen und/oder Mutieren von Promotoren, regulativen Sequenzen und/oder codierende 
Sequenzen wie beispielsweise Leserahmen entstehen. Der Begriff adenovirale Systeme wird 
darflber hinaus bevorzugt in dem Zusammenhang verwendet, dass es sich dabei um einen Vektor 
handelt, der beispielsweise in der Gentherapie verwendet werden kann. 

ie vorstehend gemachten Ausfiihrungen, einschlieBlich jeglicher Verwendimgen sowie die 
Ausbildimgen der Adenoviren bzw. adenoviralen Systeme gelten im gleichen MaBe fiir die dafur 
codierenden Nukleinsauren und umgekehrt. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden ErjQndung ist es mdglich, dass die erfindungsgem^B 
verwendeten Adenoviren bzw. die fUr sie codierenden NukleinsSuren eine jede entsprechende 
adenovirale NukleinsSure ist, die zu einem Replikationsereignis ftlr sich oder in Verbindung mit 
weiteren Nuldeins&uresequenzen fDhrt. Dabei ist es mdglich, wie hierin ausgefuhrt, dass mittels 
Helfendren die fiir die Replikation erforderlichen Sequenzen und/oder Genprodukte 
bereitgestellt warden. Sofem hierin auf codierende NuIdeinsSuresequenzen Bezug genommen 
wird und es sich dabei um solche Nukleinsauresequenzen handelt, die bekannt sind, ist es im 
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Rahmen der Erfindung, dass nicht nur die identische Sequenz verwendet wird, sondem auch 
hiervon abgeleitete Sequenzen. Unter abgeleiteten Sequenzen sollen hierin insbesondere solche 
Sequenzen verstanden sein, die noch zu einem Genprodukt, sei es eine Nukleinsaure oder ein 
Polypeptid, flihren, das eine Funktion au^eist, die einer oder der Funktion der nicht abgeleiteten 
Sequenz entspricht. Dies kann durch einfache, dem Fachmann gelSufige Routinetests festgestellt 
werden. Ein Beispiel fUr derartige abgeleitete Nukleinsauresequenzen sind jene 
Nukleins^uresequenzen, die fiir das gleiche Genprodukt, insbesondere fur die gleiche 
Anunosluresequenz kodieren, jedoch infolge der Degeneriertheit des genetischen Codes eine 
andere Basenabfolge aufweisen. 

•insichtlich des erfindungsgemaUen Adenovirus und/oder des erfindungsgemaBen adenoviralen 
eplikationssystems, bzw. deren erfindxmgsgemaBe Verwendung ist dabei in einer 
Ausflihrungsfonn vorgesehen, dass die adenovirale Nukleinsaure fiir die Expression des 
Onkogenproteins, insbesondere des ElA-Proteins defizient ist, d.lL entweder fur das 12S ElA- 
Protein nicht codiert oder fiir das 13S ElA-Protein nicht codiert oder fur sowohl das 12S ElA- 
Protein als auch das 13S ElA-Protein nicht codiert, oder modifLziert ist, wie hierin definiert, imd 
das adenovirale Replikationssystem weiter eine Nukleinsaure eines Helfervirus umfasst, wobei 
die Nukleinsaure des Helfervirus eine NuklemsSuresequenz umfasst, die fUr das 
Onkogenprotein, insbesondere das ElA-Protein codiert, welches die folgenden Eigenschaften 
aufweist bzw* dem Adenovirus die folgenden Eigenschaften verleiht, nSmUch dass dieser 
bevorzugterweise nicht replizierend in YB-Kem-negativen Zellen aber sehr wohl in vom 

•ellzyklus unabhangig YB-l-Kem-positiven Zellen replizierend ist, transaktivierend auf 
dndestens ein virales Gen, insbesondere ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und/oder E3ADP, in YB-1 
kempositiven Zellen wirkt, und/oder zellulares YB-1 nicht in den Kem transloziert. Es ist im 
Rahmen der vorhegenden Erfindung, dass die hierin beschriebenen Transgene einzeln oder 
gemeinsam von dem Helfervirus codiert und/oder exprimiert werden. 

Weiterhin ist bei einem derartigen erfindungsgemaBen adenoviralen Replikationssystem in einer 
Ausfiihrungsform vorgesehen, dass die adenovirale Nukleinsaure und/oder die Nukleinsaure des 
Helf^irus als repUzierbarer Vektor vorliegt 

Dabei ist es weiter im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die ftir die Adenoviren, wie sie 
erfindungsgemaB verwendet werden, codierende Nukleinsaure(n) in einem Vektor, bevorzugter 
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Weise in einem Expressionsvektor vorliegt/vorliegen und dieser Expressionsvektor 
erfindungsgemafi verwendet wird. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung auch eine Vektorgrappe umfassend 
mindestens zwei Vektoren, wobei die Vektorgrappe insgesamt ein adenovirales 
Replikationssystem umfasst, wie hierin beschrieben, nnd die Vektorgrappe erfindungsgemSB 
verwendet wird Dabei kann vorgesehen sein, dass eine jede Komponente des adenoviralen 
Replikationssystems aiif einem eigenen Vektor, bevorzugter Weise einem Expressionsvektor 
angeordnet ist 

•|chlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung in einem weiteren Aspekt auch die Verwendung 
einer 2felle, die eine oder mehrere der Nukleinsauren, wie sie for die erfindungsgemaBe 
Verwendimg der hierin beschriebenen Adenoviren, die erfindungsgemafi verwendet werden 
sollen^ codiert, und/oder ein entsprechendes adenovirales Replikationssystem and/oder einen 
entspiechenden Vektor und/oder eine erfindungsgemaBe Vektorgrappe umfasst, zu denselben 
Zwecken, wie hierin filr die Adenoviren beschrieben 

Die vorstehend beschriebenen Konstrukte von Adenovken und insbesondere deren 
Nukleinsauren bzw. die dafur codierenden Nukleinsauren kdnnen auch in eine Zelle, 
insbesondere eine Tumorzelle, in Teilen eingebracht werden, wobei dann infolge der 
Anwesenheit der verschiedenen Einzelkomponenten diese so zusammenwirken, als stanmiten die 

•Einzelkomponenten von einer einzelnen Nukleinsaure bzw. einem einzelnen oder mehreren 
Adenoviren. 

Die erfindimgsgemaB verwendeten, fiir Adenoviren, adenovirale Systeme oder Teile davon 
codierenden NukleinsSuren kdnnen als Vektoren vorliegen. Bevorzugter Weise handelt es sich 
um virale Vektoren. Im Falle der adenovirale Nukleinsauren umfassenden NukleinsSuren ist das 
Viruspartikel dabei bevorzugterweise der Vektor. Es ist jedoch auch im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung, dass die besagten NukleinsSuren in einem Plasmidvektor vorUegen. lii 
einem jeden Fall weist der Vektor Elemente auf, die ftir die Vermehrung der inserierten 
Nukleinsaure, d, h. Replikation und ggf. Expression d®r inserierten Nukleinsaure sorgen bzw. 
diese steuem. Geeignete Vektoren, insbesondere auch Bxpressionsvektoren, und entsprechende 
Elemente sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und beispielsweise beschrieben m 
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Grunhaus, A., Horwitz, M.S., 1994, Adenoviruses as cloning vectors. In Rice, C, Hrsg,, 
Seminars in Virology, London: Saunders Scientific Publications. 

Der oben beschriebenen Ausfuhrungsfonn, dass die verschiedenen Elemente der besagten 
Nukleinsaure nicht notwendigerweise auf nur einem Vektor enthalten sein mtissen, trSgt der 
Aspekt der Erfindung Rechnung, der die Vektorgruppe betrifift. Eine Vektorgruppe umfasst 
entsprechend mindestens zwei Vektoren, Ansonsten gilt betrefifrad die Vektoren bzw. die 
Vektorengruppe das hierin allgemein zu Vektoren Ausgefllhrte. 

Die erfindungsgemafi verwendeten Adenoviren sind durch die verschiedenen hierin ofiFenbarten 

•jTukleinsauren bzw. Genprodukte charakterisiert und konnen ansonsten all jene den Fachleuten 
uf dem Gebiet bekannten Elemente umfassen, wie dies auch bei Adenoviren vom Wildtyp der 
Fall ist (Shenk, T.: Adenoviridae: The virus and their replication. Fields Virology, 3. Auflage, 
Hrsg, Fields, B.N., Knipe, D.M., Howley, P.M. et al., Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia, 
1996,Kapitel67). 

Die Replikation von Adenovirra ist ein ausgesprochen komplexer Vorgang xmd greift im 
Regelfalle auf den humanen Transkriptionsfaktor £2F zurQck. WShrend einer viralen lofektion 
werdm zunachst die ^frOhen Gene'^ El, E2, E3 und E4 exprimiert. Die Gruppe der „spaten 
Gene** ist fttr die Syntiiese der viralen Struktuiproteine verantwortlich. Ffir die Aktivierung 
sowohl der fiUhen wie auch der spEten Gene spielt die El-Region bestehend aus zwd 

•Yanskriptionseinheiten ElA xmd ElB, welche fiir v^schiedene ElA- und ElB-Proteine 
odieren, eine entscheidende Rolle, da sie die Transkription der E2, E3, E4-Gene induzieren 
(Nevins, J. R., Cell 26, 213-220, 1981). Zudem kSnnen die ElA-Proteine in ruhenden Zellen die 
DNA-Synthese induzieren xmd so deren Eintritt in die S-Phase einleiten (siehe Boulanger and 
Blair, 1991). Daruber hinaus interagieren sie mit den Timaorsuppressoren der Rb-Klasse (Whyte, 
P. et aL, Nature 334, 124-127, 1988). Dabei wird der zellulare Transkriptionsfaktor E2F 
fireigesetzt. Die E2F-Faktoren kfinnen daim an die entsprechenden Promotorbereiche sowohl 
zellularer wie auch viraler Gene binden (insbesonder an den adenoviralen E2 early Promotor) 
und die Transkription und somit die Replikation einleiten (Nevins, J. R., Science 258, 424-429, 
1992). 
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Fiir das Einleiten bzw. die Durchfiihnmg der Replikation werden insbesondere die Genprodukte 
der E2-Region benotigt, da sie fur drei essentielle Proteine kodieren. Die Transkription der E2- 
Proteine wird durch zwei Promotoren gesteuert, den „E2-Early E2F-abhangigen", hierin auch als 
E2-early Promotor oder friiher E2-Promotor bezeichnet, und den „E2-late" Promoter 
(Swaminathan und Thimmapaya, The Molecular Repertoire of Adenoviruses HI: Current Topics 
in Microbiology and Immunology, Vol 199, 177-194, Springer Verlag 1995). Zudem spielen die 
Produkte der E4-Region zusammen mit dem El A- xmd ElB-55kDa-Protein eine wichtige RoUe 
fiir die Aktivitat von E2F bzw, die Stabilitat von p53. Zum Beispiel wird durch eine direkte 
Interaktion des von der E4-Region codierten E4orf6/7-Ptoteins mt dem Heterodimer bestehend 
aus E2F und DPI der E2-Promoter noch starker transaktiviert (Swaminathan und Thimmapaya, 
^^fec 258, 736-746, 1996 ). Weiterhin wird p53 durch den Komplex bestehend aus ElB-55kDa 
^BKnd E4orf6 inaktiviert (Steegenga, W. T, et al.. Oncogene 16, 349-357, 1998), um emen 
erfolgreichen lytischen Infektions2yklus durchlaufen zu konnen. Femer besitzt das ElB-55kDa 
Protein eine weitere wichtige Funktion insoweit, als dass es in Wechselwirkung mit dem E4orf6 
Protein den Export der viralen RNA aus dem Zellkem fSrdert, wohingegen die zelleigenen 
RNAs im Kem zurttckgehalten werden (Bridge und Ketner, Virology 174, 345-353, 1990). Eine 
weitere wichtige Beobachtung ist die, dass der Proteinkomplex bestehend aus ElB- 
55kDa/E4orf6 in den sogenannten „viral inclusion bodies'' lokalisiert ist. Es wird angenonunen, 
dass diese Strukturen Orte der Replikation und Transkription darstellen (Omelles und Shenk, J. 
Virology 65, 424^29, 1991). 

«ine weitere fur die Rq>likation und insbesondere fur die Freisetzung von Adenoviren besonders 
ichtige Region ist die E3-Region. Die E3-Region enthalt genauer die genetische Inforaiation 
fiir eine Vielzahl von relativ kleinen Proteinen, die fur den adenoviralen Infektionszyklus in 
vitro, d.h. in der Zellkultur nicht essentiell sind. Sie spielen jedoch fur das Uberleben des Vims 
wahrend einer akuten imd/oder latenten Infektion in vivo eine bedeutende RoUe, da sie unter 
and^em inununregulatorische und apoptotische Funktion(en) besitzen (Marshall S. Horwitz, 
Virololgie, 279, 1-8, 2001; Russell, a.a.O.). Es konnte graeigt werden, dass ein Protein mit einer 
Grofie von ca. 11,6 kDa den Zelltod induziert. Das Protein wurde infolge seiner Funktion als 
ADP - fiir den englischen Begriff adenovirus death protein - bezeichnet (Tollefson, J. Virology, 
70, 2296-2306, 1996). Das Protein wird vomehmlich in der spSten Phase des Infektionszyklus 
gebildet. Femer fiihrt die Oberexpression des Proteins zu einer besseren hysc der infizierten 
Zellen (Doronin et al., J. Virology, 74, 6147-6155, 2000), 
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Weiterhin ist dem vorliegenden Erfinder bekannt, dass El A-deletierte Viren, d.h. insbesondere 
solche Viren, die kein 12S ElA-Protein irnd auch kein 13S ElA-Protein exprimieren, bei 
hoheren MOI's sehr effizient replizieren kornien (Nevins J. R., Cell 26, 213-220, 1981), die 
jedoch in der klinischen Anwendung nicht zu realisieren sind. Dieses Phanomen wird in der 
Literatur als „E1A-Iike activity** bezeichnet, Femer war bekannt, dass von den von ElA 
insgesamt 5 codierten Proteinen zwei Proteine, namlich das 12S- und das 13S-Protein, die 
Expression der anderen adenoviralen Gene steuem bzw. indnzieren (Nevins, J. R., Cell 26, 213- 
220, 1981; Boulanger, P. und Blair, E.; Biochem. J. 275, 281-299, 1991). Dabei hat sich gezeigt, 
dass hauptsachlich die CR3-Region des 13S-Proteins die transaktivierende Funktion ausubt 

•jVong HK und ZiflFEB., J ViroL, 68, 4910-20, 1994), Adenoviren, die bestinunte Deletionen in 
er CRl- und/oder CR2-Region und/oder CR3-Region des 13S-Proteins aufweisen, sind 
weitestgehend replikationsdefekt, wirken aber noch bei einzelnen Zelllinien transaktivierend auf 
die viralen Gene bzw. Promotoren, insbesondere auf die E2 Region (Wong HK, Ziff EB., J 
ViioL 68, 4910-20, 1994; Mymryk, L S. und Bayley, S. T., Virus Research 33, 89-97, 1994), 

Nach Infektion einer Zelle, typischerweise einer Tumorzelle, mit einem Wildtyp-Ad^ovirus 
wird YB-1 vermittelt durch ElA, E1B-55K und E4orf6 in den Kern induzi^t und co-lokalisiert 
mit E1B-S5K im Kern in den viral inclusion bodies, was eine efTektive Replikation des Virus im 
Zellkem sowohl in vitro als auch m vivo erlaubt Dabei war bereits fruher festgestellt worden, 
dass auch E4orf6 an ElB-55 K bindet (Weigpl, S. und Dobbelstein , M. J. Virology, 74, 764- 

•72, 2000; Keith N. Leppard, Seminars in Virology, 8, 301-307, 1998.) und somit den Transport 
zw. die Verteilung von E1B-55K in den Kem vermittelt, was eine optimale Virusproduktion 
bzw adenovirale Replikation gewahrleistet. Durch das Zusammenwirken von ElA, E1B-55K 
und YB-1 bzw. durch den Komplex aus ElB-55K/E4orf6 mit YB-1 imd der Kolokalisation von 
YB-1 und B1B-55K im Kem in den sogenannten viral inclusion bodies ist eine 
erfindungsgemafie effiziente Replikation des Viras, und damit die Verwendung der hierin 
beschriebenen Viren zur Replikation m Zellen, die YB-l-Kem-positiv sind, bzw. zur Herstellung 
eines Medikamentes zur Behandlung von Erkrankungen, bei denen YB-l-Kem-positive Zellen 
beteiligt sind, mfiglich. Die dadurch vor diesem zellidSren Hintergrund mSgliche R^likation 
ffihrt zu einer Lyse der Zelle, Freisetzung des Virus imd Infektion imd Lyse benachbarter Zellen, 
so dass im Falle der Infektion einer Tumorzelle bzw, eines Tumors letztlich eine Lyse des 
Tumors, d.h. eine Qnkolyse, eintritt. 
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YB-1 gehort zu einer Gruppe hoch konservierter Faktoren, die an der invertierten CAAT- 
Sequenz, der sogenannten Y-Box, binden. Sie koiinen sowohl auf der Ebene der Transkription 
als auch der Translation regulatorisch wirken (Wolffe, A. P. Trends in Cell Biology 8, 318-323, 
1998). Es werden iimner mehr Y-Box-abhangige Regulationswege bei der Aktivierung aber auch 
bei der Hemmung Wachstums- und Apoptose-assoziierter Gene aufgefimden (Swamyniathan, S. 
K. et aI.,FASEB J. 12, 515-522, 1998). So interagiert YB-1 direkt mit p53 (Okamoto, T. et al.. 
Oncogene 19, 6194-6202, 2000), spielt eine wicMge Rolle bei der Fas-Genexpression (Lasham, 
A. et al., Gene 252, 1-13, 2000), MDR und MRP-Genexpression (Stein, U. et al., JBC 276, 
28562-69, 2001; Bargou, C. et al.. Nature Medicine 3, 447-450, 1997 ) und bei der 
ivierung von Topoisomerasen und Metalloproteinasen (Mertens. P. R. et al., JBC 272, 
'2905-22912, 1997; Shibao, K. et al, Int. J. Cancer 83, 732-737, 1999). Zudem ist YB-1 an der 
Regulation der mRNA-Stabilitat (Chen, C-Y. et al.. Genes & Development 14, 1236-1248, 2000) 
und an Rq>araturvorgangen beteiligt (Ohga, T. et al.,Cancer Res. 56, 4224-4228, 1996;). 
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Die nukleare Lokalisation von YB-1 in Tumotzellen ftihrt zu einer ElA-unabhSngigen viialen 
Replikation, bei der insbesondere weder ein 12S ElA-Protein noch ein 13S ElA-Protein 
exprimi^ vorliegt bzw. verwendet wird, (Holm, P. S. et al. JBC 277, 10427-10434, 2002) und 
im Falle der Obarexpression des Proteins YB-1 zu einer multidmg resistance (Vielfachresistenz). 
Zudem ist bekannt, dass die adenoviralen Proteine wie z. B. E4orf6 und E1B-55K einen 
positiven EfiFekt auf die virale Replikation austtben (Goodrum, F. D. und Omelles, D. A, J. 
prology 73, 7474-7488, 1999), wobei ein funktionelles ElA Protein fur das Einschalten der 
deren viralen Genprodukte (z. B. E4orf6, E3ADP imd E1B-55K) verantwortlich ist (Nevins J. 
R., Cell 26, 213-220, 1981). Dies unterbleibt jedoch bei den im Stand der Technik bekannten 
ElA-minus Adenoviren, bei denen das 13S ElA-Protein nicht vorhanden ist. Die 
Kemlokalisation von YB-1 in multidrug resistenten Zellen, die YB-1 im Kem aufweisen, erlaubt 
die Replikation bzw. Partikelbildung deraitiger BlA-minus Viren. Hierbei ist jedoch die 
EfGzienz der viralen Replikation bzw, Partikelbildung im Vergleich zum Wild^ Ad5 um ein 
Vielfaches geringer. Eine Kombination von YB-1, welches entweder bereits im Zellkem der 
Tumorzelle enthalten ist, oder durch £ufiere Faktoren (z3. Applikation von Zytostatika oder 
Bestrahlung oder Hyperthermie) in den Zellkem induziert, d.h. veranlasst wird, im Zellkem 
vorhanden zu sein, insbesondere imabhSngig vom Zellzyklus vorhanden zu sein, oder als 
Transgen durch einen Vektor eingefilhrt wird, mit einem System, bevorzugterweise mit einem 
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adenoviralen System, welches die adenoviralen Gene einschaltet, aber nicht zur viralen 
Replikation fdhig ist, stellt demgegenUber flbeiraschenderweise ein System dar, welches eine 
sehr efifektive virale RepUkation bzw. Partikelbildung durch YB-1 veraiittelt mid damit eine 
Onkolyse erlaubt. Geeignete Zytostatike sind beispielsweise solche, die zu den folgenden 
Gruppen gehSren: AnthracycUne, wie beispieleweise Damiomycin und Adriamycin; 
Alkylanzien, wie beispeislweise Cyclophosphamid; Alkaloide, wie beispielsweise Etoposid; 
Vin-Alkaloide, wie beispielsweise Vincristin imd Vinblastin; AntimetaboUte wie beispielsweise 
5-Fluorouracil imd Methroflirexat; Platin-Derivate, wie beispielsweise cis-PIatin; 
Topoisomerase-Inhibitoren, wie beispielsweise Camphothecin; mid Taxane, wie beispielsweise 
TaxoL Die hieiin offCTbarten Adenoviren, insbesondere rekombinanten Adenoviren, welche nm- 
^^jji YB-l-Kem-positiven Zellen zm- Replikation befahigt sind, sind in ihrer FShigkeit, 
^^Pansakfivierend auf die viralen Gene E1B-55K, E4orf6, E4orf3 mid E3ADP zu wirken, 
beschrSnkt, verglichen mit den diesbezttglichen transaktivierenden Fahigkeiten von Adenoviren 
vom Wildtyp, insbesondere vom Wildtyp Ad5. Der vorliegende Erfinder hat nmi 
ttberraschenderweise festgestellt, dass diese beschrankte transaktivierende Fahigkeit dadurch 
aufgehoben werden kann, dass die entsprechenden Gene mid insbesondere E1B-55K mid E4orf6 
in Verbindmig mit der Kemlokalisation von YB-1 zur Expression gebracht w^den, Wie in den 
Beispielen hierin gezeigt wird, erhSht sich die virale Replikation bzw. Partikelbildung unter 
diesen UmstSnden auf ein Niveau, welches vergleichbar ist mit dem Replikationsverhalten bzw. 
Partikelbildungsverhalten von Adenoviren vom Wildtyp. 

•ei dem Medikament, im Rahmen dessen oder bei dessen Herstellung die hierin beschriebenen 
denoviren erfutidirngsgemaB v^wendet werden, ist vorgesehen, dass dieses in der Regel 
systemisch appliziert wird, gleichwohl es auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist, wenn 
dieses lokal appliziert oder abgegeben wird. Die Applikation erfolgt mit der Absicht, dass 
insbesondere jene Zellen mit dem Adenovirus infiziert werden und insbesondere darin eine 
Replikation der Adenoviren erfolgt, bei denen eine Beteihgung, bevorzugter Weise kausal, an 
der Ausbildung eines Zustandes, typischerweise einer Eikrankung, vorliegt, zu deren Diagnose 
und/oder Prevention und/oder Behandlung das erfindungsgemSfie Medikament verwendet wird. 

Ein derartiges Medikament ist bevorzugter Weise fiir die Behandlimg von Tumorerkrankung^ 
vorgesehen. Dabei sind jene Tumorerkrankungen besonders bevorzugt, bei denen entweder YB- 
1 bereits im Zellkem infolge des der Tumorerkrankung zugrundeliegenden Mechanismus, 
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insbesondere des zugrundeliegenden pathologischen Mechanismus, vorliegt, oder aber durch 
auflere Maflnahmen die Anwesenheit von YB-1 im Zellkem bedingt wird, wobei die 
MaBnahmen geeignet sind, YB-1 in den Zellkem zu transferieren, dort zu indnzieren oder dort 
zu exprimieren. Der Begriff Tiimor oder Tumorerkrankung soli hierbei sowohl maligne wie 
benigne Tumoren und entsprechende Erkrankungen bezeichnen. Dabei kann vorgesehen sein, 
dass das Medikament mindestens eine Weitere pharmazeutisch wirksame Veibindung enthait. 
Die Art und der Umiiang dieser weiteren pharmazeutisch aktiven Verbindungen wird dabei von 
der Art der Indikation abhSngen, fOr die das Medikament eingesetzt wird. Im Falle der 
Verwendung des Medikamentes fiSr die Behandlung und/oder die Prophylaxe von 
Tumorerkrankungen werden typischerweise Zytostatika, wie beispielsweise cis-Platin und Taxol, 

•|aunoblastin, Daunorubicin, Adriamycin und/oder Mitoxantron oder andere der hierin 
eschriebenen Zytostatika oder Gruppen von Zytostatika verwendet 

Das erfindungsgemaBe Medikament kann dabei in verschiedenen Fonnulierungen vorliegen, 
bevorzugter Weise in einer flfissigen Form. Weiterhin wird das Medikament Hilfsstoffe wie 
StabiUsatoren, Pufifer, Konservierungsstoffe und dergleichen enthalten, die dem Fachmaim auf 
dem Gebiet der Galenik bekaimt sind. 

Der vorliegoide Erfinder hat ttberraschenderweise festgestellt, dass die erfindungsgemafie 
Verwendung der hierin beschriebenen Viren mit besonders grofier Erfolgsrate bei solchen 
Tumoren verwendet werdm kann, bei doaen YB-1 unabhangig vom ZeUzjiclus im Zellkem 

•orkommt. Normalerweise ist YB~1 im Cytoplasma, insbesondere auch im perinukle9ren 
lasma, vorhanden. In der S-Phase des Zellzyklus findet sich YB-1 im Zellkem von sowohl 
normalen wie auch Tumorzellen. Dies ist jedoch nicht ausreichend, um eine virale Onkolyse 
unter Verwendimg derartiger modifizierten Adenoviren zu bewerkstelligen. Die im Stand der 
Technik beschriebene vergleichsweise geringe Wirksamkeit von derartigen attenuierten 
Adenoviren beruht letztlich auf deren fehlerhaften Anwendung. Mit anderen Worten, es konnen 
derartige adenovifale Systeme, insbesondere auch mit einer grofieren Wirksamkeit dort 
eingesetzt werden, wo die molekularbiologischen Voraussetzungen filr eine virale Onkolyse 
unter Verwendung dieser, hierin beschriebenen attenuierten oder modifizierten Adenovirm 
gegeben sind, Im Falle der hierin erfindungsgemaU zu verwendendjjeschriebenen Adenoviren, 
wie beispielsweise AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, CB016, dl520 und die im europaischen 
Patent EP 0 931 830 beschriebene rekombinanten Adenoviren, liegen diese Voraussetzungen 
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bei solchen Tumorerkrankungen vor, deren Zellm eine vom Zellzyklus imabhangige 
Kemlokalisation von YB-1 aufweisen, Diese Form der Kemlokalisation kann dabei dutch die 
Art des Tumors selbst bedingt sein, oder aber dutch die hierin beschriebenen erfindungsgemSBen 
Agenzien oder MaBnahmen bewitkt wetden. Die votliegende Erfindung definiert somit eine 
neue Gruppe von Tumoten bzw. Tumoterkrankungen und damit auch von Patienten, die mit den 
erfindungsgemaBen Viten, besondets aber auch mit den im Stand det Technik bereits 
beschriebenen attenuierten oder modifizierten Adenoviren, noch wirksam behandelt werden 
konneiL 

Eine weitere Gruppe von Patienten, die erfindungsgemaB unter Verwendung der hierin als 

•rfindungsgemSB zu verwenden beschriebenen, im Stand der Technik als solches wenigstens 
urn Teil bekanntai Admovhren, oder unter Verwendimg der hierin erstmalig beschriebenen 
Adenoviren behandelt werden konnen, insbesondere xmter Verwendung solcher Adenoviren, die 
Mutationen bzw. Deletionen im El A-Protein aufweisen, welche die Bindimgen von Rb/E2f nicht 
storen oder aber in YB-l-Kem-negativen Zellen nicht replizieren oder eine stark verringerte 
Replikation, wie hierin definiert und/oder ein deletiertes Onkoprotein, insbesondere ElA, 
aufweisen bzw. zeigen, wie beispielsweise im Falle der Viren AdA24, dl922-947. El Ad/01/07, 
CB106 und der im europaischen Patent EP 0931 830 beschriebenen Adenoviren, sind jene 
Patienten, bei denen durch Anlegen oder Realisieren bestimmter Bedingungen gewShrleistet 
wird, dass YB-1 in den Kem wandert oder dort induziert oder dorfhin transportiert wird. Die 
Verwendung derartiger Adenoviren bei dieser Patientengruppe beruht insoweit auf der 

•rkenntnis, dass die Induktion der viralen Replikation auf der Kemlokalisation von YB-1 mit 
ischlieBender Bindung von YB-1 an den E2-late-Promotor beruht. Infolge der hierin 
offenbarten Erkeimtnisse konnen Adenoviren wie beispielsweise AdA24, dl922-947. 
El Ad/01/07, CB106 und/oder die im europaischen Patent EP 0931 830 beschriebenen, auch in 
solchen Zellen replizieren, die YB-1 Kem-positiv sind und/oder in Zellen, in den YB-1 
dereguliert im Siime der vorliegenden Erfindung vorliegt. Insoweit kSnnen diese Adenoviren 
erfindungsgemaB fOr die Behandlung von Erkrankungen bzw. Patientengnippen verwendet 
werden, die Zellen mit diesen Eigenschaften aufweisen, insbesondere dann, wemi diese Zellm an 
der Ausbildung der jeweiligen zu behandelnden Erkrankung beteiligt sind. Dies begrOndet den 
Erfolg von AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, CB016 und der im Patent EP 0931 830 
beschriebenen Adenoviren bei der erfindungsgemSfien Behandlung solcher Tumoren, die YB-1 
zellzyklusunabhSngig im Kem oder YB-1 dereguliert im Sinne der vorliegenden OfFenbarung 
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aufweisen. Eine weitere Gmppe von Patienten, die erfindungsgemaB unter Verwendung der 
hierin als erfindungsgemafi zu verwenden beschriebenen Viren bzw. unter Verwendung der 
hierin erstmalig beschriebenen Viren, insbesondere Adenoviren, behandelbar sind, sind somit 
solche, die YB-1 Kem-positiv sind und/oder YB-1 Kem-positiv sind als Ergebnis der 
nachfolgend beschriebenen Behandlungen und/oder solche Patienten, die eine der nachfolgenden 
Mafinahmen, bevorzugt im Sirine einer Behandlung, erfahren haben oder gleichzeitig mit der 
Gabe der entsprechenden Viren erfahrea Dabei ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
dass YB-1 Kern-positive Patienten solche Patienten sind, die insbesondere in einer Anzahl der 
einen Tumor ausbildenden Zellen YB-1 unabhSngig vom Zellzyklus im Kem aufweisen. Zu 
diesen MaBnahmen gehSrt die Verabreichimg von Cytostatika, wie sie hierin insgesamt 

•schrieben sind und/oder im Rahmen einer Tumortherapie verwendet werden. Weiterhin gehort 
dieser Gruppe von MaBnahmen Bestrahlimg, insbesondere eine Bestrahlung, wie sie im 
Rahmen einer Tumortherapie angewandt wird. Bestrahlung bedeutet dabei insbesondere die 
Bestrahlimg mit energiereicher Strahlung, bevorzugterweise mit radioaktiver Strahlung, 
bevorzugtererweise wie sie im Rahmen einer Tumortherapie verwendet wird. Eine weitere 
MaBnahme stellt Hyperthemiie bzw. das Anlegen von Hyperthermie dar, bevorzugterweise 
Hyperthermie, wie sie im Rahmen einer Timiortherapie verwendet wird. In einer ganz besonders 
bevorzugten AusfQhrungsform ist dabei vorgesehen, dass die Hyperthermie lokal angewandt 
wird. SchlieBlich ist eine weitere MaBnahme die Hoimonbehandlung, insbesondere die 
Hormonbehandlung, wie sie bei der Tumorbehandlung zur Anwendung gelangt. Im Rahmen 
einer derartigen Hormonbehandlung werden Anti-Ostrogene und/oder Anti-Androgene 

•erwendet. Dabei werden Anti-Ostrogene, wie beispielsweise Tamoxifen, insbesondere bei der 
lierapie von Brustkrebs verwendet imd Anti-Androgene, wie beispielsweise Flutamid oder 
Cyproteronacetat, bei der Therapie von Prostatakrebs verwendet. 

Dabei ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, wenn einige der den Tumor aufbauenden 
Zellen YB-1 entweder inharent oder nach Induktion bzw, aktivem Einfuhren in den Kem dort 
aufweisen oder aber hinsichtlich YB-1 dereguliert im Sinne der vorliegenden Offenbarung 
vorliegt. Bevorzugterweise sind etwa 5 % oder ein je^icher Prozentsatz dariiber, d. h. 6 %, 
7 %, 8 % etc. der den Tumor aufbauenden Zellen derartige YB-1 Kem-positive Zellen oder 
Zellen, in denen YB-1 dereguliert vorliegt. Die Kemlokalisation von YB-1 kann durch Stress 
von auQen bzw. lokal appliziertem Stress induziert werden. Diese Induzierung kaim 
beispielsweise durch Bestrahlung, insbesondere UV-Bestrahlung, Anwendung von Zytostatika, 
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wie sie unter anderem hieiin eben&lis ofTenbart sind, und Hyperthennie erfolgen. Im 
Zusammenhang mit Hypa^OTiue ist beachtlich, dass diese zwischenzeitlich sehr spezifisch, 
insbesondere ortlich spezifisch, realisiert werden kann und somit ebetifalls spezifisch einen 
Kemtransport von YB-1 in den ZelUcem bedingen kann und infolgedessen die Voraussetzungen 
ftir eine Replikation des Adenovirus und damit einer Zell- und Tumorlyse, die bevorzugt lokal 
beschrankt erfolgt, gegeben sind (Stein U, Jurchott K, Walther W, Bergmann S, Schlag PM, 
Royer HD, J Biol Chem, 2001,276(30):28562-9; Hu Z, Jin S, Scotto KW, J Biol Chem. 2000 Jan 
28; 275(4):2979-85; Ohga T, Uchimni T, Makino Y, Koike K, Wada M, Kuwano M, Kohno K. J 
Biol Chem. 1998, 273(1 1):5997-6000). 

•^as erfindungsgem^e Medikament wtirde somit auch an solche Patienten und Patientengruppen 
erabreicht w^den bzw. ware ftlr solche bestimmt, bei denea durch geeignete Voibehandlungen 
Oder gleichzeitige Behandlimg ein Transport von YB-1, insbesondere in die entsprechenden 
Tumorzellen, bedingt werden wtirde. 

Auf der Grundlage dieser technischen Lehre ist es fiir den Fachmann im Rahmen seiner 
Fahigkeiten, geeignete ModiiSkationen insbesondere von ElA vorzunehmen, die beispielsweise 
Deletionen oder Punktmutationen umfassen kSimen, um so verschiedene Ausftihrungsfonnen der 
im Rahmen der erfindungsgCTiSfien Verwendung einsetzbaren Adenoviren zu erzeugen. 

Wie bereits vorstehend ausgefUhrt, sind die erfindungsgemafi verwendeten Adenoviren in der 

«ge, in solchen Zellen bzw. zellulSren Systemen zu replizieren, die YB-1 im Kem aufweisen. 
r die Frage, inwieweit die erfindungsgemSfl verwendetai Adenoviren zur Replikation und 
damit zur Tumorlyse in der Lage sind, ist der Status der Zellen hinsichtlich des Vorhandenseins 
Oder Nichtvorhandenseins von Rb, d. h. des Retinoblastom-Tumorsupressor-Produktes, 
unabhangig. Weiterhin ist es im Rahmen der erfindungsgemaBen Verwendxmg der besagten 
Adenoviren nicht erforderlich, auf den p53-Status der infizierten, zu infizierenden oder zu 
behandelnden Zellen abzustellen, da bei Verwendimg der hierin offenbarten adenoviralen 
Systeme im Zusammenhang mit YB-l-Kem-positiven Zellen, d.h. Zellen, die unabhSngig vom 
Zellzyklus YB-1 im Kem aufweisen, dieser ebenso wie der Rb-Status auf das 
Replikationsgeschehen des Adenovirus keinen Binfluss fflr die AusfUhrung der hierin 
ofFenbarten technischen Lehre hat 
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Das Qnkogen bzw. Qnkogenprotein, insbesondere El A, kann dabei entweder unter der KontroUe 
der eigenen natiirlichen adenoviralen Promotoren stehen imd/oder aber uber einen Tumor- oder 
Gewebe-spezifischen Promotor gesteuert werden. Geeignete nicht-adenovirale Promotoren 
komien ausgewahlt sein aus der Gruppe, die Cytomegalovirus-Promotor, RSV-(Rous sarcoma 
Vims) - Promotor, Adenovirus-basierender Promotor Va I imd den nicht-viralen YB-1 -Promotor 
(Makino Y. et al.. Nucleic Acids Res. 1996, 15, 1873-1878) umfasst Weitere Promotoren, die 
im Zusammenhang mit einem jeden Aspekt der hierin offenbarten Erfindung verwendet werden 
kannen, stellen der Telomerase-Promotor, der Alpha-Fetoprotein (AFP)-Promotor, der 
Caecinoembryonic Antigen Promotor (CEA) (Cao, G., Kuriyama, S., Gao, J., Mitoro, A., Cui, 
L., Nakatani, T., 2aiang, X., Kikukawa, M., Pan, X., Fukui, H., Qi, Z. Int. J. Cancer, 78, 242-247, 

•j98), der L-Plastin-Promotor (Chung, L, Schwartz, PE., Crystal, RC, Pizzomo, G, Leavitt, J., 
eisseroth, AB. Cancer Gene Therapy, 6, 99-106, 1999), Argenin-Vasopressin-Promotor 
(Coulson, JM, Staley, J., Woll, PJ. British J. Cancer, 80, 1935-1944, 1999), E2f-Promotor 
(Tsukada et al. Cancer Res., 62, 3428 - 3477), Uroplakin U Promotor (Zhang et al.. Cancer Res., 
62, 3743-3750, 2002) und der PSA-Promotor (Hallenbeck PL, Chang, YN, Hay, C, Golightly, 
D., Stewart, D., Lin, J„ Phipps, S., Chiang, YL. Human Gene Therapy, 10, 1721-1733, 1999) 
dar. Femer stellt der in der deutschen Patentanmeldimg DE 101 50 984.7 beschriebenen YB-1 
abhMngigen E2-late-Promotor von Adenoviren einen Promotor dar, wie er im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung verwendet werden kann. 

Hinsichtlich des Telomerase-Promotors ist bekannt, dass dieser in humanen 2^11en von zentraler 

•edeutung ist So wird die Telomeraseaktivitat durch die transkriptionelle Kontrolle des 
felomerase reverse Transkriptase-Gens CtTERT), welches die katalytische Untereinheit des 
Enzyms darstellt, reguliert. Die Expression der Telomerase ist in 85% der himianen Tumorzellen 
aktiv. Im Unterschied dazu ist sie in den meisten normalen Zellen inaktiv. Ausgenommen davon 
sind Keimzellen und embryonales Gewebe (Braunstein, L et al., Cancer Research, 61, 5529- 
5536, 2001; Majumdar, A. S. et al.. Gene Therapy 8, 568-578, 2001). Genaue Untersuchungen 
am hTERT-Promotor haben gezeigt, dass Fragmente des Promoters von 283 bp bzw. 82 bp vom 
Initiationscodon entfemt fur eine spezifische Expression in Tumorzellen ausreichend sind 
(Braunstein L et al.; Majumdar AS et al., aaO). Daher eignet sich dieser Promotor bzw. die 
sfpezifischen Fragmente, um eine spezifische Expression eines Gens und insbesondere eines 
Transgens, bevoizugterweise eines hierin ofiTenbarten Transgens, nur in Tumorzellen zu erzielen. 
Der Promotor soil die Expression des modifizierten Qnkogens, bevoizugt des ElA- 



39 



Qnkogenproteins, nur in Tumorzellen ermaglichen. Auch ist die Expression eines Transgens, 
insbesondere eines solchen, das ausgewSWt ist aus der Gruppe, die E4orf6, ElB55kD, ADP und 
YB-1 umfasst, in einem adenoviralen Vektor unter einem dieser Promotoren in einer 
Ausfiihrungsfonn vorgesehen. Es ist auch im Rahman der vorliegenden Erfindung, dass der 
Leserahmen des transaktivierenden Onkogenproteins, insbesondere des ElA-Proteins im 
Leserahmen (engl. „in frame") mit einem oder mehreren der Genprodukte des adenoviralen 
Sj^tems ist. Der Leserahmen des transaktivierenden ElA-Proteins kann jedoch auch unabhSngig 
davon sein. 

Hinsichtlich der Eigenschaft der Zellen, zu deren Lyse die hierin beschriebenen Adenoviren 

•■findungsgemaB verwendet werden, ist vorgesehen, dass diese in einer AusfUhrungsfonn eine 
esistenz, bevorzugterweise eine Mehrfach- oder Vielfach-Resistenz zeigen. Resistenz, wie 
hierin verwendet, bezeichnet dabei bevorzugterweise eine Resistenz gegen die hierin 
beschriebenen Zytostatika. Diese Mehrfach-Resistenz geht bevorzugterweise mit der Expression, 
bevorzugter Weise einer Uberexpression, des membranstandigen Transportproteins P- 
Glycoprotein einher, welches als Marker ftir die Bestimmung entsprechender Zellen und damit 
auch von diesem auiRveisenden Tumoren bzw. entsprechende Patientengmppen herangezogen 
werden kann. Der Begriff Resistenz, wie er hierin verwendet wird, umfasst dabei sowohl die 
auch als klassische Resistenz bezeichnete, durch das P-Glycoprotein vermittelte Resistenz, wie 
auch die auch als atypische Resistenz bezeichnete Resistenz, die durch MRP vermittelte oder 
andere, nicht-P-Glycoprotein vermittelte Resistenzen unrfasst. Ein weiterer Marker, der mit der 

•xpression von YB-1 korreliert, ist die Topoisomerase n alpha. Insoweit kam in einem 
creenoi-Verfahren, um zu bestimmen, ob ein Patient mit den Adenoviren erfindungsgemSB mit 
Aussicht auf Erfolg behandelt werden kann, an Stelle von der bzw. in ErgSnzimg zur 
Bestimmung von YB-1 im Kem die Expression von Topoisomerase n alpha herangezogen 
werden. Ein Marker, der grundsatzlich ahnlich wie das P-Glycoprotein verwendet werden kann, 
ist MRP. Ein weiterer Marker, zumindest in dem Umfang, als dass colorectrale Karzinomzellen 
Oder Patienten mit euiem Colorectalcarcinom betroffen sind, ist PCNA (engl. proliferating cell 
nuclear antigen (Hasan S. et al.. Nature, 15, 387-391, 2001.), wie beispielsweise beschrieben von 
Shibao K. et al. (Shibao K et al.. Int. Cancer, 83, 732-737, 1999). SchlieBlich ist, zumindest fiir 
den Bereich der Brustkrebs- und Osteosarcoma-Zellen die Expression von MDR (engl. multiple 
dmg resistance) ein Marker im vorstehend beschriebenen Sinhe (Oda Y et al., Clin. Cancer Res., 
4, 2273-2277, 1998). Ein weiterer moglicher Maiker, der erfindungsgem^ verwendet werden 
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kann, ist p73 (Kamiya, M., Nakazatp, Y., J Neurooncology 59, 143-149 (2002); Stiewe et al., J. 
Biol. Chem., 278, 14230-14236, 2003). 

Es ist somit ein besonderer Vorteil der vorliegenden Erfindung, dass auch jene Patienten unter 
Anwendung der erfindungsgemaBen Verwendung der Adenoviren, wie hierin beschrieben, 
therapiert werden konnen, die ansonsten im medizinisch-klinischen Sinne als „austherapiert" 
gelten und somit eine weitgehende Behandlung der Tumorerkrankung nach den Methoden des 
Standes der Technik mit Aussicht auf Erfolg nicht mehr mSglich ist, insbesondere die 
Verwendung von Zytostatika sinnvoUer Weise nicht mehr moglich ist bzw. nicht mehr 
erfolgreich durchgefUhrt werden kann im Sinne einer Beeinflussmig hzw. Verringerung des 

•umors. Der Begrifif des Tumors bezeichnet hierin allgemein auch eine jegliche Tumor- oder 
rebseikrankung, die entweder inhSrent YB-1 im Zelikem enthalt oder aber durch Realisieren 
exogener MaBnahmen, wie hierin offenbart, YB-1 im ZelBcem, bevoizugterweise unabhangig 
vom Zellzyklus, aufweist. 

Weiterhin kSnnen die hierin beschriebenen Viren zur Behandlung grunds^tzlich von Tumoren 
verwendet werden. Bevorzugterweise sind diese Tumoren ausgew3hlt aus der Gruppe, die 
Brustkrebs, Ovarialkarzinom, Prostatakarzinom, Osteosarkom, Glioblastom, Melanom, 
kleinzelliges Lungenkarzinom und Kolorektalkarzinom umfasst. Weitere Tmnoren sind jene» die 
resistent, wie hi^in beschrieben, sind, bevorzugt Gene, die mehrfach resistent sind, insbesondere 
auch solche Tumoren der vorstehend beschriebenen Gruppe. 

^l^ie Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt aiich ein Verfahren zum Screenen von 
Patienten, die mit einem modifizierten Adenovirus, d.h. einem Adenovims, wie er 
erfindungsgemaC verwendet wird, wie beispielsweise AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, CB016 
Oder die im europaischen Patent EP 0931 830 beschriebenen Viren, behandelbar sind, wobei das 
Verfahren die folgenden Schritte umfasst: 

- Untersuchen einer Probe des Tumorgewebes und 

- Festellen, ob YB-1 im Kem Zellzyklus-unabhSngig lokalisiert ist. 

Anstelle von oder in ErgSnzung zu YB-1 kann aiich das Vorhandensein der vorstehend 
beschriebenen Marker festgestellt werden. 
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In dem Falle, dass das Tumorgewebe oder ein Teil davon YB-1 im Zellkem, insbesondere 
Zellzyklus-unabhangig, lokalisiert aufweist, konnen die hierin offenbarten Adenoviren 
erfindungsgemaB verwendet werden. 

Li einer Ausfuhmngsform des erfindungsgemafien Verfahrens ist vorgesehen, dass die 
Untersuchung des Tumorgewebes unter Verwendung eines Mittels erfolgt, das ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die Antikoiper gegen YB-1, Aptamere gegen YB-1, Spiegebnere gegen YB-1 
sowie Anticaline gegen YB-1 mnfasst. GrundsStzlich die gleichen Mittel konnen fOr die 
entsprechenden Marker hergestellt bzw. verwendet werden. Die Herstellung von Antikdipem, 

•isbesondere monoklonalen AntikSrpem^ ist den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt. Ein 
eiteres Mittel zum spezifischen Nachweis von YB-1 oder den Markem stellen Peptide dar, die 
mit hoher Affinitat an ihre Zielstnikturen, im vorliegenden Falle YB-1 oder die besagten Marker, 
binden. Im Stand der Technik sind Verfahren bekannt, wie beispielsweise phage-display, um 
derartige Peptide zu erzeugen. Dabei wird typischerweise von einer Peptid-Bibliothek 
ansgegangen, wobei die einzelnen Peptide eine Lange von etwa 8 bis 20 Aminosauren aufweisen 
und die GroBe der Bibliothek etwa 10^ bis 10^^ bevorzugterweise 10^ bis 10^^ verschiedene 
Peptide betrSgt. Eine spezielle Form von an ZielmolekOlen bindenden Polypeptiden stellen die 
sogenannten Anticaline dar, wie sie beispielsweise in der deutschen Patentanmeldung DE 197 42 
706 beschrieben sind. 

•in weiteres Mittel zum spezifisch^ Binden an YB-1 oder die entsprech^den, hierin 
ffenbarten Marker und damit zum Nachweis einer Zellzyklus-unabhangigen Lokalisation von 
YB-1 im Zellkem sind die sogenannten Aptamere, d. h. D-NukleinsSure, die auf RNA- oder 
DNA-Basis entweder als Einzelstrang oder als Doppelstrang vorliegen und spezifisch an ein 
Zielmolekul binden. Die Herstellung von Aptameren ist beispielsweise beschrieben im 
europaischen Patent EP 0 533 838. Eine Sonderform der Aptamere stellen die sogenannten 
Aptazyme dar, die beispielsweise beschrieben sind von Piganeau, N. et al. (2000), Angew. 
Qiem. Int. Ed., 39, Nr. 29, Seiten 4369 - 4373. Dabei handelt es sich um eine spezielle 
AusfUhrungsform von Aptameren insoweit, als dass sie neben dem Aptameranteil noch einra 
Ribozymanteil aufweisen und nach Bindung oder Freisetzung des an den Aptamerteil bindenden 
ZielmolekQls der Ribozymanteil katalytisch aktiv wird und ein NukleinsHuresubstrat spaltet, was 
mit der Erzeugung eines Signals einhergeht. 



42 



Eine weitere Form der Aptamere stellen sogenannte Spiegelmere dar, d. h. zielmolekulbindende 
Nxikleinsauren, die aus L-NukleinsSuren hergestellt sind. Das Verfahren zur Herstellung dieser 
Spiegelmere ist beispielsweise beschrieben in WO 98/08856, 

Die Probe des Tumorgewebes kann dabei durch Punktion oder durch einen chirurgischen 
Eingriff erhalten werden. Die Feststellimg, ob im Kem YB-1 Zellzyklus-unabhSngig lokalisiert 
ist, erfolgt dabei Mufig unter Venvendung mikroskopischer Techniken und/oder mittels 
inimunhistoanalyse, typischerweise unter Verwendung von Antikoipem oder einem der weiteren 
vorstehenden Mittebi. Weitere Verfahren zum Nachweis, dass YB-1 im Kem und insbesondere 

•brt Zellzyklus-imabhangig lokalisiert ist, sind dem Fachmann bekannt. Beispielsweise kann bei 
em Durchmustem von gegen YB-1 gefarbten Gewebeschnitten die Lokalisation von YB-1 
leicht erkannt werden. Dabei ergibt sich bereits infolge der Haufigkeit des Auftretens von YB-1 
im Kem, dass es sich un eine Zellzyklus-imabhangige Lokalisation im Kem handelt. Eine 
weitere Mfiglichkeit zimi Zellzyklus-unabhSngigen Nachweis von YB-1 im Kem besteht in der 
Durchftihrung einer Farbung gegen YB-1 und Feststellen, ob YB-1 im Kem lokalisiert ist, und 
Durchfiihrung der Bestimmung des Zellstadiums der Zellen. Dies bzw. die Detektion von YB-1 
kann aber auch unter Verwendung der vorstehend genannten, gegen YB-1 gerichteten Mittel 
erfolgen. Der Nachweis der Mittel ^folgt dabei durch Verfahrensweisen, die den Fachleutoi auf . 
dem Gebiet bekannt sind« Dadurch, dass die besagten Mittel spezifisch gegen YB-1 gerichtet 
sind und insoweit nicht an andere Strukturen innerhalb der zu untersuchenden Probe, 

•sbesondere der Zellen, binden, kaim durch eine geeignete Markierung der Mittel deren 
^kalisierung xmd infolge der spezifischen Bindung an YB-1 auch die Lokalisierung von YB-1 
entsprechend nachgewiesen und festgestellt werden, Verfehren zum Markieren der Mittel sind 
den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt 

Die vorliegende ]&findung soil im folgenden anhand der Figuren und Beispiele weiter 
veranschaulicht werden, wobei sich daraus neue Merkmale, Ausftihrungsformen und Vorteile 
der Erfindung ergeben. Dabei zeigt 

Fig. 1 den strukturellen Aufbau der darin als AdEl/E3-minus Adenovirus bezeichnetra 

adenoviralen Vektoren, die El/E3-deletierte Adenoviren sind, Wildtyp- 
Adenovirus und Adenovirus dlS20; 
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Fig, 2 die BindungsdomSnen des ElA-Proteins hinsichtlich der Bindung von p300, pl07 

undplOS; 

Fig. 3 U20S-Zellen, welche nicht YB-1 im Kern aufweisen, nach Infektion mit dem 

darin als El/E3-nunus Ad5 bezeichneten El/E3-deletierten Adenoviren Ad5 und 
dl520; 

Fig. 4 257RDB-Zellen, welche YB-1 im Kem aufweisen, nach Infektion mit dem darin 

als El/E3-minus Ad5 bezeichneten El/E3-deletiertOT Adenoviren Ad5 xmd 
Adenovirus dlS20; 

Fig. 5 257RDB-Zellen imd U20S-Zellen, nach Infektion mit dem Adenovirus 

dllll9/1131; 

Fig. 6 das Ergebnis einer EMSA-Analyse, womit belegt wird, dass YB-1 in den 

vielfachresistenten Zellen bzw. Zelllinien 257RDB, 181 RDB, MCF-7Ad- im 
Zellkem vorhanden ist, wohmgegen YB-1 in U20S und HeLa-Zellen nicht im 
Kem vorhanden ist; 

Fig. 7 den strukturellen Aufbau des ElA-Proteins vom Wildtyp-Adenovirus, von 

Adenovirus dl520 und Adenovirus dllll9/1131; 

Fig. 8 ein Balkendiagramm^ welches die Replikationseffizienz von Adenoviren bei 

Anwesenheit zusatzlich exprimierter viraler Proteine in Absolutzahlm zeigt; und 

Fig. 9 ein Balkendiagramm, welches die Steigerung der Replikationseffizienz von 

Adenoviren bei Anwesenheit zusatzlich exprimierter viraler Proteine zeigt; 

Fig. 10 mit U20S-Zellen bewachsene NSpfen nach Kristallviolett-Farbung und Infektion 

mit dl520 mit 10 bzw. 30 pfii/Zelle bzw. Kontrolle (K) ohne Gabe von 
Daimorabicin bzw. mit Gabe von 40 ng pro ml Daunorubicin; 
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Fig. 11 mit HeLa-Zellen bewachsene Nap^ nach Kristallviolett-Farbung und Infektion 

mit dl520 mit 10 bzw. 30 pfii/Zelle bzw. Kontrolle (K) ohne Gabe von 
Daunorubicin bzw, mit Gabe von 40 ng pro ml Daunorubicin; 

Fig. 12 ein Diagramm des Tumorvolumens ttber die Zeit von Tumoren verschiedenen 
Ursprungs (RDB257 mid HeLa) nach Behandlmig mit PBS bzw. dl520; 

Fig. 13 Attfhahmen von eutfaanasiertoi MSusen, die einen Tmnor auf der Grundlage von 
RDB2S7-Zellen entwickelten, nach Behandlung mit PBS bzw. mit S x 10^ pfu 
dl520; 



g. 14 das Ergebnis einer Southern Blot-Analyse eines Zellextraktes (von den sucutan 
gewachsenen Tumoren) von RDB257-Zellen und HeLa-Zellen nach Infektion mit 
dl520; 



Fig. IS ein Balkendiagramm, welches die ReplikationsefQzienz bzw. die Partikelbildung 

von dlS20 und Wildtyp-Adenovirus in YB-1 Kem-positiven Tumorzellea 
(257RDB und 181RDB) und YB-1 Kem-negativen Tumoizellen (HeLa, U20S) 
zeig^; 

Fig. 16 den struktuiellen Aufbau des Adenovirus vom Wildtyp und des adenoviralen 
VektorsAdXvir03; 

Fig. 17 den strukturellen Aufbau des adenoviralen Vektors AdXVir03/01 ; und 



Fig. 18A/B mit ISIRDB-Zellen (Fig. 18A) und 272RDB-Zellen (Fig. 18B) bewachsene 
Napfe nach Kristallviolett-Farbung und Infektion mit Ad312 (20 pfu/Zelle), 
Xvir03 (5 pfu/Zelle) und Kontrolle (nicht infiziert), wobei die 
Krisstallviolettfarbung fOnf Tage nach Infektion erfolgte. 
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Beispiell: Struktaren von ElA-Modifikationen, wie sie von den erfindungsgemafi 
venvendeten Adenoviren aufgewiesen werden konnen 

Fig. 1 zeigt den stnikturellen Aufbau der adenoviralen Vektoren AdEl/E3-minus, d.h. des 
El/E3-deletieren Adenovirus, Wildtyp-Adenovirus und Adenovirus dlS20. 

Das Adenovirus AdEl/ES-minus weist keine funktionalen fUr El A und keine fur ElB und keine 
fOr E3 codierenden Bereiche auf und dient im Rahmen der durchgefiihrten Exp^imente als 
Toxizitatskontrolle 

•)as Wildtyp-El A-Gren kodiert flir insgesamt 5 Proteine, die durch alternatives splicing der RNA 
on El A hervorgehen. Dabei werden xinter anderem zwei unterschiedliche Proteine, namlich ein 
289 Aminosauren groBes Protein und ein 243 Aminosauren groBes Protein hergestellt. D1520 
kodiert nicht fur das 289 Aminosaure groBe Protein, da es eine Deletion im CR3-Bereicli des 
ElA-Gens aufweist, das zu einem Fehlen des 13S-Genproduktes fiihrt. Der erfindungsgemaB 
venvendbare Adenovirus dl520 wird unter Fachleuten als 12S-E1A Virus bezeichnet. Der im 
Stand der Technik bekannte Adenovirus dl347 (Wong imd Zifif, J. ViroL, 68, 4910-4920, 1994) 
ist ebenfalls ein 12S-E1 A Virus, der erfindungsgemafi verwendet werden kann. 

Imierhalb des 289 Aminosauren grofien Proteins, welches von 13S-E1A mRNA kodiert wird, 
gibt es 3 B^eiche, die bei den unterschiedlichen adenoviralen Subtypen konserviert vorliegen. 

«iese werden als CRl, CR2 und CR3 bezeichnet WShrend CRl und CR2 bei beiden ElA- 
roteinen (El A 12S und El A 13S) vorkommt, d. h. sowohl bei dem 289 Aminosaure langen wie 
auch bei dem 243 Aminosaure langen Protein, ist der CR3-Bereich nur bei dem groBeren der 
beiden vorstehend genannten Proteine zu finden. 

Der CR3-Bereich wird fUr die Aktivierung der viralen Gene, insbesondere von ElB, E2, E3 und 
E4 benStigt. Viren, die niir das kleinere, 243 Aminosauren lange Protein aufweisen, 
transakdvieren nur sehr schwach die viralen Gene und fiihren keine adenovirale Replikation in 
solchen Zellen duich, die YB-1 nicht im Kem aufweisen. Da YB-1 nur in TumorzeUen im Kem 
vorliegt bzw. nachweisbar ist, eignet sich dieser Vektor, xaa eine tumorspezifische Replikation 
zu induzieren. 
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Durch die Deletion von CR3 in dl520 ist dieser Adenovirus nicht in der Lage, zellulares YB-1 in 
den Zellkem zu translokalisieren, hierin auch als Translozieren bezeichnet, und somit auch nicht 
in der Lage, in YB-l-Kem-negativen Zellen zu replizieren und stellt damit einen der 
erfindimgsgemall zu verwendenden Viren dar, wobei dieser Virus die erfindungsgemaB 
erforderliche Transaktivierung aufweist. 

Beispiel2: Wirkmechanisnms von Adenoviren in Abh&ngigkeit des Rb~Status von 
Zellen 

•Fig. 2 sind die Bindungsdomgnen des ElA-Proteins hinsichtlich der Bindung von p300, pl07 
d pi 05 dargestellt. P300 ist dabei ebenso wie pi 07 ein zellulSres Bindungsprotein. Die 
Bindung des Retinoblastoma-Proteins (pRb), ein Tumorsuppressor-Protein, erfolgt ttber CRl und 
CR2. Studien haben gezeigt, dass pRb und pl07/p300 in Verbindung mit dem zellularen 
Transkriptionsfaktor E2F eine transkriptionelle Regulation ausuben. Das Wildtyp ElA-Protein 
unterbricht die Bindung von E2F an Rb. Das solchermaBen fireigesetzte E2F bindet an den E2 
early Promotor und induziert dadurch die adenovirale Replikation. 

Es ist im Stand der. Technik bekaxmt, dass bestinmite Deletionen im ElA-Onkoprotein dazu 
fOhren, dass rekombinante adenovirale Vektoren wie die nachstehend genannten vomehmlich in 
Rb-negativen Zellen zur Replikation befihigt ist und erfindungsgemaB verwendet werden 

«nnOT. Zum Beispiel weist der adenovirale Vektor dl922-947 eine Deletion in der CR2-Region 
f (AminoSurepositionen 122-129) und der Vektor CB016 Deletionen in den Bereichen CRl 
(Aminoaurepositionen 27-80) und CR2 (Aminoaurepositionen 122-129). Der Vektor 
ElArf/01/07 weist eine Deletion im CR2-Bereich auf (Aminoaurepositionen 111-123). Durch 
eine zusatzliche Deletion am N-Terminus (Aminoaurepositionen 4-25), erfolgt zudem keine 
Bindung an das Protein p300* Der adenovirale Vektor AdA24 weist eine Deletion in der CR2- 
Region auf (Aminoaurepositionen 120-127). Der im Patent EP 0 931 830 beschriebene 
adenovirale Vektor weist Deletionen in dem CRl und CR2-Bereich auf. 

Der Bindungsmechanismus von E2F/RB und die durch El A vermittelte Freisetzung von E2F ist 
grundlegend verschieden von dem d&c vorliegenden Erfindung zugrunde liegenden 
Mechanismus. Nicht die Freisetzung von E2F vom Rb-Protein ist, wie im Stand der Technik 
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angenommen, ein wichtiger, um nicht zu sagen der entscheidende Vorgang der adenoviralen 
Rq>likation, sondem die Kemlokalisation des humanen Transkriptionsfaktors YB-1. Dieser 
Transkriptionsfaktor kommt in noimalen Zellen fiber den groBten Teil des Zellz>idus lediglich 
im Zytoplasma vor. Nach Infektion mit einan Adenovirus wird dieser unter bestimmten 
Bedingungen in den Kem induziert oder liegt bei bestimmten zellulSren Systemen wie 
bestimmten Tumorerkrankungen, wie zB. aber nicht darauf beschrSnkt, Brustkrebs, 
Ovarialkaizinom, Prostatakarzinom, Osteosarkom, Glioblastom, Melanom, kleinzelliges 
Lungenkarzinom und Kolorektalkarzinom, bereits im Kern vor. 



^^eispiel 3: Infektion von U20S-ZeUen 

Pro Schale wurden 100.000 U20S-Zellen ausplattiert. Am nSchsten Tag warden die Zellen wie 
in Fig. 3 dargestellt mit den verschiedene Adenoviren infiziert. Die infektion erfolgte in 500 iiL 
serumfieie DMEM-Medium ftir 1 h bei 37" C. AnschlieBend wuide das Ihfektionsmedium 
entfemt und durch 2 ml Vollmedium (10 % FKS/DMEM) ersetzt Nach 3 Tagen erfolgte die 
Auswoctung mit Hilfe einer Kiistallviolett&bung. 

Wie aus Fig. 3 ersichtlich zeigen die U20S Zellen, welche YB-1 nicht im Kem aufweisen, nach 
Infektion mit zwei verschiedenen Adenoviren, nSmlich dem als El/E3-minus bezeichneten 
El/E3-deleti^en Adenovirus und Adenovirus dl520, der erfindungsgemafi verw^det werden 
^^^pnn, keine Lyse, wie durch Kristallviolettfarbung der Zellen dargestellt. Dabei wird zunSchst 
^Ktas Medium entfemt. AnschlieBend werden die Zellen mit Kristallviolett tiberschichtet (50 % 
ETOH, 3 % Formaldehyd, 5 % EssigsSure, 1 % Kristallviolett) und fur 5-10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert Danach werden die Flatten mit 6 NSpfen mit Wasser grfindlich 
gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet 

Dies bes@tigt die der vorliegenden Erfindung zugnmdeliegende Erkenntnis, dass das 
Vorhandensein von YB-1 erforderlich ist, um die erfindungsgemSB zu verwendend^i Viien zu 
einer Lyse von infizierten Zellen zu veranlassen. 
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Beispiel 4: Infektion von 257RDB-Zellen 

Pro Schale wurden 100.000 257RDB-Zellen ausplattiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen 
wie in Fig. 4 dargestellt mit den verschiedene Adenoviren infiziert. Die Infektion erfolgte in 500 
liL serumfreiem DMEM-Medium fur 1 h bei 37** C. AnschlieBend wurde das Infektionsmedium 
entfemt und durch 2 ml Vollmedium (10 % FKS/DMEM) ersetzt. Nach 3 Tagen erfolgte die 
Auswertung mit Hilfe einer Kiistallviolett&bung. 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Fig. 4 dargestellt. Das Adenovirus als £l/E3-minus AdS 
b^eichnete El/E3-deletierte Adenovirus zeigt keine Lyse bei niedrigen MOIs ^fii/Zelle) bei 
^^^jifektion von 257RDB-Zellen, die YB-1 im Kem aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigt dl520, 
^^^^elcher wie in Beispiel 3 belegt, in YB-l-Kem-negativen Zellen nicht repliziert und gleichzeitig 
mit ElA fur ein im Siime der vorliegenden Erfindung transaktivierendes Onkogenprotein 
codiert, eine praktisch vollstHndige Lyse bei einer MOI (engl. multiplicity of infection) von 40 
pfii pro Zelle und eine noch iiberwiegende Lyse bei einer MOI von 10 pfu pro Zelle. Daraus 
CTgibt sich, dass dl 520 und vergleichbare Viren, wie hierin beispielsweise mit dll 119/1 131 oder 
AdXvir 03 beschrieben, eine gegenflber einem El-deletierten oder einem El/E3-deletierten 
Adenoviurs um etwa eine GrSfienordnung (etwa zehnfach) verringerte MOI erforderlich machen, 
was deren Eignung zur klinischen Anwendung begrOndet. 

Wie in Fig. 7 dargestellt zeichnet sich das El A-Protein von dl520 dadurch aus, dass der Bereich 

•IB3 davon deletiert ist, was zu der flir die erfindungsgemafie Verwendung des Adenovirus 
rforderlichen Transaktivierung und Replikation in YB-l-Kem-positiven Zellen fUhrt. 

Beispiel 5: Infektion von 257RDB und U20S-ZeUen mit dllll9/1131 

Wie in Fig. 5 dargestellt kommt es bei Infektion von YB-l-Kem-negativen U20S-Zellen mit 
dem Adenovirus dll 119/1 131, das eine Deletion der Aminosauren 4-138 des ElA-Proteins bzw. 
der dafiir codierenden Nuldeinsaure und ein Stop-Codon nach Aminos^ure 218 aufweist, 
wodurch das exprimierte verkflrzte ElA-Protein die CR3-Region des voUstandigen ElA-Proteins 
entJialt, bei einer MOI von 20 pfu pro Zelle zu keiner Lyse. Als NegativkonttoUe wurde ein 
nicht-infizierter Zellrasen herangezogen. 
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Im Gegensatz dazu zeigt sich unter dem Einfluss von Adenovirus dill 19/1 131 in einem 
zellularen System wie 257RDB, welches YB-1 im Kem aufweist, d. h. YB«l-Kem-positiv ist, 
bereits bei einer MOI von 20 pfii pro Zelle eine praktisch vollstandige Lyse des Zellrasens. 
fosoweit findet sich auch mit diesem Beispiel ein Beleg fiir die Aussage, dass ein modifiziertes 
ElA-Onkogenprotein, welches, wie in Fig, 7 dargestellt, beispielsweise lediglich den CR3- 
Bereich umfasst und dem der Bereich CRl sowie CR2 fehlt, die fiir die erfindungsgemSBe 
Verwendung von Adenoviren erforderliche Transaktivienmg in YB-l-Kem-positiven Zellen 
zeigt, mit der Folge einer viralen Replikation. Der Adenovims dill 19/1 131 stellt somit einen 
weiteren, erfindmigsgemaB verwendbaren Adenovirus dar. Dabei ist es im Rahmen der 

•3rliegenden Erfindung, dass auch solche Viren verwendet werden konnen, die hinsichtlich des 
R3-Bereiches wie dll 1 19/1 131 ausgebildet sind, jedoch im Unterschied dazu den Bereich CRl 
und/oder CR2 aufweisen. 

Beispiel 6: Nachweis von nuklSrem YB-1 bei vielfachresistenten Zellen 

Dem Experiment liegt die t)berlegung zugrunde, das nuklSres YB-1 als Transkriptionsfaktor an 
die Y-Box (CAAT-Sequenz) innerhalb des mdrl-Promoters (engl. multiple drug resistance 
promoter) binden sollte. Um dies nachzuweisen, wurde eine sogenannte BMSA-Analyse 
(electrophoretic mobility shift assay) durchgefiihrt. Dabei wird Kemprotein isoliert und 

•pschUeBend werden 1-10 jig Protein mit einem kurzen DNA-Fragment (Oligo) zusammen bei 
1^ C inkubiert. Um nuklares YB-1 zu bestimmen, wurde folgendes Oligonukleotid benutzt: 
mdrl promoter im Unterschied zu U20S (Position -86 bis -67): 
TGAGGCTGATTGGCTGGGCA (die Y-box ist unterstrichen). 

Dieses DNA-Fragment wird zuvor mit einer Kinase am S<-Ende mit ''P radiaktiv markiert. 
Anschliefiend erfolgt die Auftrennung in einem nativen PolyacrylamidgeL Falls das Protein YB- 
1 an einer Sequenz am Oligonucleotid bindet, ist dies zu erkennen, da ungebundenes 
Oligonukleotid im Gel schnell^ wandert als das gebundene Oligonucleotid (Hohn, P. S. et al., 
JBC 277, 10427-10434, 2002; Baigou, R. C. et al.. Nature Medicine 3, 447-450, 1997). 
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Wie in Fig. 6 dargestellt, konnte im Rahmen einer EMSA-Analyse gezeigt werden, dass YB-1 in 
den vielfachresistenten Zellen 257RDB, 181RDB und MCF-7Ad-ZeUen im Kem im Gegensatz 
zu den ZelUinien U20S und HeLa-Zellen vorhanden ist. 

Die in Beispiel 4 und S gezeigten Ergebnisse belegen, dass die Adenoviien dlS20 und 
dill 19/1 131 in YB-l-Kem-positiven Zellen wie z, B. 257RDB im Unterschied zu U205 
replizieren imd eine Zellyse induzieren. Dies belegt somit die Aussage der erfindungsgemSBen 
Verwendung der Adenoviren. Weiterhin belegen die Ergebnisse, dass bereits eine schwache 
Transaktivierung der viralen Gene in YB-1- Kem-positiven Zellen im Vergleich zum Wildtyp- 
Adenovirus dutch die modifizierten oder deletierten ElA-Genprodukte bei Anwesenheit von 
-1 im Zellkem erfolgreich mit einer Replikation xmd Lyse von derartigen Zellen einhergeht, 
einschliefilich beispielsweise von vielfachresistenten Zellen, imd somit die hierin beschriebenen 
Adenoviren bei der Lyse derartiger Tumoren verwendet werden kotmen. 

Beispiel 7: Steigenmg der Replikationseffizieiiz von El -minus Adenoviren 

In diesem Beispiel wird die Substitution der frOhen viralen Gene ElB-SSK und E4orf6 durch 
Transfektion mit dem Plasmid pE4orf6 und Ihfektion mit dem El/E3-deletierten AdCTiovirus Ad- 
55K gezeigt. Ad-55k ist ein E1/E3 deletiertes Viras, wobei ElB-55k in die El kloniert wurde 
xmd imter CMV-KontroUe steht Diese Substitution wird mit Blick darauf erforderlich, dass 

•LdYB-1, d. h. ein Adenovirus, der YB-1 exprimiert, diese frfihen Gene nicht exprinMert und der 
orliegende Erfinder erkannt hat, dass eine Substitution dieser friihen Gene in einem 
Replikationssystem, bei dem YB-1 im Kem vorhanden ist, in der Lage ist, die 
Replikationseffizienz bzw. die Partikelbildungseffizienz in einem Umfang vergleichbar 
derjenigen von Wildtyp-Adenoviren vom Typ Ad5 zu eiiiahen. 

Dabei wurde wie folgt vorgegangen: 

Transfektion von je 10^ U20S-Zellen mit dem Plasmid pE4orf6 mit Hilfe von Lipofectamin. Das 
Plasmid pE4orf5 tragi die fiir das fruhe virale Gen E4orf6 codierende DNA-Sequenz unter 
CMV-Kontrolle. 
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24 h nach der Transfektion mit dem Plasmid pE4orf6 wurden die Zellen mit dem YB-1 
exprimierenden El/E3-deletierten Adenovirus AdYB-1 (50 pfij/Zelle) und dem E1/E3- 
deletierten E1B-55K Adenovirus Ad-55K (50 pfii/ZeUe) infiziert. Ad-55K ist ein E1/E3- 
deletiertes Virus, welches als Transgen das virale Gen E1B-55K unter CMV-Kontiolle trilgt. 

AnschlieSend warden die Zellen vom Medium (2ml) 5 Tage nach der Infektion (= post 
infectionem) entfemt. Die Freisetzung der viralen Partikel aus den isolierten Zellen erfolgte 
durch dreimaliges altemierendes Einfiieren und Auftauen (engl. thaw/fireeze). Anschlieflend 
wurde ein Plaque Assay auf 293-Zellen zur Bestimmung der gebildeten infektiosen Partikel 
plaque forming imits pro ml (pfu/ml)) durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in den Figs. 8 und 9 

^^Wargestellt Dabei zeigt Figur 8 das Ergebnis des Plaque Assays, dargestellt in absoluten Zahlen. 

^^^ie deutlichste Differenz zur Infektion mit AdYB-1 alleine zeigt hierbei die Kombination aus 
Transfektion mit dem Plasmid pE4orf6 und Co-Infektion mit den beiden Viren AdYB-1 und Ad- 
55K. Fig. 9 zeig^ das Ergebnis von Fig. 8, wobei hier die Steigerung der RepIikationse£Gzienz als 
Vielfaches der ftir AdYB-1 ennitteltai Replikation dargestellt ist. Die mit Plasmid pE4orf5 
transfizierten und anschlieBend mit AdYB-1 und E1B-55K (Ad-55K) infiziertai Zellen 
produzierten bis zu 25 mal mdbr pfu/mL 

Aufgrund dieser l&gebnisse kann gefolgert werden, dass die Substitution von E1B-55K und 
E4orf5 die Anzahl der gebildeten Virai (pfii/ml) nach Infektion mit dem El/E3-deletierten 
Adenovirus AdYB-1 imi einen Faktor von bis zu 25 erh6ht, Dabei sind die additiven Effekte von 

«1B-55K und E4orf5 auf die Produktion von plaque forming units (pfii) signifikant grofier als 
e Effekte eines der beiden Genprodukte alleine. 

Kontiollversuche mit einem Plasmid, welches EGFP e:q>rimierte, zeigten deutlich, dass in dem 
gewShlten e3^erimentellen Ansatz nur etwas 10 % der ZeUea erfolgreich mit dem Plasmid 
pE4orf5 transfiziert werden konnten. Die Anzahl d&c in den Zellen gebildetai Partikel, die 
sowohl E1B-55K als auch E4oif5 eTiprimierten, ist nait der des humanen Adenovirustyp 5 
(Wildtyp) vergleichbar. Dies bestatigt die der vorlie^iden Brfindung zugrundeliegende 
Erkenntnis, dass die Expression von E4orflS und E1B-55K in V^bindung mit der 
Kemlokalisation von YB-1 in der Lage ist, eine adenovirale Replikation bzw. Partikelbildung, 
insbesondere von ElA-deletiertes Adenoviren zu bewerkstelligen, die vergleichbar derjenigen 
von Wildtyp Ad5 ist. 
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BeispielS: Verstarkung der Replikation von in YBl-Kern-negativen Zellen nicht 
replizierenden Adenoviren in YB-l-Kera-positiven Zellen nach Gabe von 
Zytostatika 

Im Stand der Technik ist bekannt, dass durch die Zugabe von verschiedenen Zytostatika die 
Kemlokalisation des humane Transkriptionsfaktor YB-1 induzi^ wird. Wie vom vorliegenden 
Erfinder gefiinden, steuert kemlokalisiertes YB-1 die adenovirale Replikation mittels 
Aktivierung des adenoviralen E2-late Promoters. Die Kombination beider Effekte kann dazu 
^^^nutzt werden, um eine spezifische Timiorlyse herbeizufiihren. 

Bel der Durchfuhrung der onkolytischen Assays wurde wie folgt vorgegangen. 200.000 Zellen 
(HeLa bzw. U20S) wurden je Napf in 6-Napf-Platten ausplattiert. Am nachsten Tag wurden 40 
ng/ml (Endkonzentration) Daunombicin zugegeben* Nach 3 Stunden Inkubationszeit wurden die 
Zellen mit 10 bzw. 30 pfu dl520yZelle infiziert AnschlieBend wurden die ZeVLea in Zytostatila- 
freiem Medium incubiert. Nach 3-5 Tagen wurden die Zellen mit Kristallviolett angefirbt 

Wie aus Fig. 10 und 11 ersichtlich^ induziert die Zugabe von Daunombicin die Replikation von 
dl520 durch die Kemlokalisation von YB-1. Somit erzielt dl520 in Verbindung mit dem 
Zytostatikum Daunombicin einen groBeren tumorlytischen Effekt als Daunombicin alleine. 




Beispiel 9: In vivo Tumorlyse durch dl520 

Die in dieser in vivo Studie verwendeten Zellen HeLa (YB-1 Kem-negativ) und 257RDB (YB-1 
Kem-positiv) werden unter sterilen Zellkultuibedingungen expandiert. Kuxz vor der Injektion der 
Zellen in die MSuse (Stamm CDlNuNu), um einen Tumor subcutan zu setzen, werden diese 
durch Tiypsinierung geemtet, in DMEM-Medium (10 % FBCS) aufgenommen, gezahlt und 
einmal mit PBS gesplUt AnschlieBend werden die Zellen zentrifiigiert, das PBS abgesaugt und 
in Mschem PBS, der gewlinschten Zellzahl entsprechen, portioniert. Die subcutan injizierte 
Zellzahl betmg in dieser Studie je 5x10^ Zellen von beiden Zelllinien. Die Injektion erfolgt 
subcutan in eine Flanke der Tiere, wobei die HELA-Zellen in die rechte Seite und die 257RDB- 
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Zellen in die linke Flankenseite zur besseren Unterscheidung injiziert wurden. Das Wachstum 
der Tumoren wurde zweimal wochentlich kontroUiert und dabei die Lange und die Breite der 
Tumoren mit einer Schiebleere gemessen. Daraus wurde das Tumorvolumen uber folgende 
mathematische Formel berechnet: 

3/471 * a/2* (b/2)^ a = LSnge, b = Breite 

Wenn der Tumor ein Volumen von 200 bis 520 mm' erreicht hat, wird das Virus bzw. PBS als 
NegativkontroUe intratumoral appliziert. Die zu injizierenden Volxmiina waren gleich und 
betmgen jeweils 50 \il Dies wird an 3 aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt. Die Gesamtdosis 
^ is^pliziertem Virus betmg 5x10^ pfu. Danach wird das Tumorwachstum weiterhin zweimal 
^ro Woche dokumentiert und das Volumen berechnet. Am Ende der Studie werden die Mause 
euthanasiert und die Tumoren fiir weitere Analysen entnommen. 

Die Ergebnisse sind in den Figuren 12 und 13 dargestellt. 

Fig. 12 zeigt ein Diagramm, welches das Volumen des Tumors in AbhSngigkeit von der Zeit und 
den verschiedenen Behandlungsschemata darstellt. Im Falle der durch RDB257 ausgebildeten 
Tumoren erfolgt bei Injektion von PBS ein signifikantes Wachstum des Tumors von ca. 438 
mm^ bis 1466 mm^. Unter dem Einfluss des ei^indimgsgemaB verwendeten Vektors dl520 
konnte das Tumorwachstum signifikant verringert werden. Ausgehend von einer 
MTchschnittlichen TumorgraBe von 344 mm^ erhohte sich die TumorgroBe lediglich um 21 % 
insgesamt 543 mm^. 

Als KontroUe wurde im vorliegenden Beispiel der Tumor aus HeLa-Zellen verwendet, der sich 
bei Gabe von PBS hinsichtlich seines Wachstums ahnlich verhielt, wie der auf RDB257 
zurQckgehende Tmnor bei Gabe von PBS. Mit dl520 behandelte HeLa-Zellen basierte Tumoren 
zeigten einen noch wesenttich^en Anstieg des Tumorwachstums ausgehend 311 mm^ bis 1954 
mm^. 

Fig. 13 zeigt Aufiiahmen von euthanasierten NacktmSusen, denen imter Anwendung von 
RDB257 ein Tumor gesetzt wurde. Es ist deutlich zu erkennen, dass nach der 
erfindungsgemaBen Applikation des Adenovirus dl520 eine signifikante Riickbildung des 
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Tumors eintrat. Im vorliegenden Falle wurde sogar eine Verringerung des Tumorvolumens 
erzielt (Tag 1 nach Applikation des Viras dl520: 515 mm^; Tag 30 nach Applikation des Virus 
dl520: 350 inm^ 

Beispiel 10: Southern Blot von Tumor-DNA 

Die DNA wird aus einem Tumorstflck isoliert, welches aus der Mitte des in Beispiel 9 gesetzten 
Tumors entnommen worden ist. Ftlr die Isolienmg wird das Dneasy Tissue Kit von der Firma 
Qiagen benutzt. Die Durchfuhrung der DNA-Isolierung erfolgte nach Herstellerangaben. Dabei 
^^^ftdrd die DNA aus den Zellen durch eine alkalische Lyse freigesetzt. AnschlieiJend wird isolierte 
^^PdNA uber eine Saule gereinigt. AtischlieJSend wird die Konzentration der isolierten DNA 
photometrisch bei 260 nm gemessen. Die Analyse erfolgte anhand von 2 ^g der DNA-Probm, 
die mit dem Restriktionsenzym Kpn I 10 Units verdaut wurden. Dann erfolgt eine 
elektrophoretisch Auflr^mung der Proben in einem 0,8%igen Agarosegel. AnschlieBend wurde 
die DNA auf eine Nylonmembran geblottet (Durchftihrung nach dem System von Schleicher & 
Schuell). Die auf der Membran geblottete DNA wird gegen eine spezifische 1501 bp groBe 
DNA-Sonde hybridisiert Die 1501 bp groBe DNA-Sonde bindet spezifisch an das 3369 bp- 
grofies Kpn I-Fragment innerhalb der £2A-codierenden Ad5-Sequenz. Die Sonde wurde zuvor 
per PGR (Primer:5*- GTC GGA GAT CAG ATC CGC GT, 5*- GAT CCT CGT CGT CTT CGC 
TT) hergestellt und mit ^^P radioaktiv markiert. AnschlieBend wird die Membran gewaschen und 
^j^uf eine Filmfolie exponiert. 

Das Ergebnis des Southern-Blots der Tumor-DNA ist in Fig. 14 dargestellt. Die Analyse belegt, 
dass nur dl520 in den resistenten Zellen RDB257 in vitro repliziert, wie in den Spuren 3, 4 und 5 
dargestellt. Spur 1 zeigt als PositivkontroUe Ad-5d, Spur 6, 7 und 8 DNA von HeLa-Zellen, die 
nut dl520 infiziert wurden. Nachdem HeLa-Zellen keine YB-l-Ken^ositivitat zeigen, erfolgte 
darin keine Replikation des Virus dl520, so dass entsprechend die B2A-Sequenz nicht 
nachgewiesen werden konnte. 

Bin weiteres Ergebnis mit dl520 ist in der Fig. 15 dargestellt. Anhand eines Plaque-assays wurde 
die Partikelbildung (jpfii/ml) nach Infektion mit dl520 und Wildtyp-AdCTiovirus untersucht Dabei 
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werden verschiedene YB-1 Kem-positive (257RDB und 181RDB) Tumorzellen und YBA kern- 
negative Tumorzellen mit dl520 und Wildtyp-Adenovirus infiziert. 

Dabei wurde wie folgt vorgegangen: 

Jewells 100.000-200.000 Zellen werden in sog. Flatten mit 6 NSpfen (engL 6 well plates) in L 
15-Medium (resistoite Zellen) bzw. DMEM (nicht-resistente Zellen) jeweils mit 10 % FKS 
ausplattiert, Nach 24 h erfolgt die Infektion mit dl520 und WT-Adenoviras (10 pfii/Zelle) 3 Tage 
nach der Infektion (post infectionem) erfolgt die Freisetzung der viralen Partikel aus der 
Zellsuspension (3 ml) durcli dreimaliges altemierendes Einfrieren und Auftauen (engl. 
^^^kaw/freeze). AnschlieBend wurde ein Plaque Assay auf 293-Zellen zur Bestimmung der 
^^^ebildeten infektiosen Partikel (plaque forming units pro ml (pfu/ml)) durchgefuhrt. Das 
Ergebnis ist in der Fig. 15 dargestellt Dabei zeigt das Ergebnis des Plaque Assays, dass dl520 in 
den YB-1 Kem-positiven Zellen (257RDB und 181RDB) vergleichbar dem Wildtyp-Adenovirus 
repliziert. Insoweit wird bei der erfindungsgemaBen Verwendung der hierin bescbiiebenen 
Adenoviren eine ReplikationsefBzienz vergleichbar derjenigen von Wildtyp-Adenoviren 
erreicht. 

Beispiel 11: Struktureller Anlbau des adenoviralen Vektors XvirOB 

•ig.l6 zeigt den strukturellen Aufbau des adenoviralen Vektors Xvir03, Das Adenovirus Xvir03 
t ein sogenanntes El/E3-deletiertes Adenovirus. Das heisst, dass keine fiir die adenovirale 
Replikation funktionellen El A, ElB und E3 Proteine hergestellt werden. Die Deletion der El 
Region erstreckt sich von 342 - 3528; die Deletion der E3 Region von Aminos^ureposition 
27865 - 30995. Wie hierin verwendet, bezeichnet der BegrifF„El-deletiertes Virus ein solches 
Virus, bei dem El fimktional nicht mehr aktiv ist. Dies kann durch eine Biaktivierung bei 
ansonsten weitestgehend intakter Nukleinsaure- bzw. AminosSluresequenz erfolgen, kaim jedoch 
auch eine unterschiedlich grofie Deletion des f!ir El-Region kodierenden Proteine bedeuten. 
Durch das Fehlen des El A imd ElB Proteins bzw. der dafOr codierenden Nukleinsauren wird die 
E4-Region, z.B. E4orf6, nicht oder nur sehr schwach (ca, 1-5% im Vergleich zum Wildtyp- 
Adenovirus) exprimiert. In der El -Region werden die viralen Gene ElB55k und E4or£6 
vermittelt durch den in den Xvir 03 eingefuhrten, heterologen CMV-Promoter (Firma Clontech: 
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Plasmid pShuttle) exprimiert. AnsteUe des CMV-Promotors konnen auch jene hierien 
beschriebenen Promotoren verwendet werden, wie im Zusammenhang mit der Expression von 
ElA offenbart. Der offene Leserahmen beider Gene ist Uber eine sogenante IRES-Sequenz 
(engl.: internal ribosomal entry site) miteinander verbunden (Pelletier, J. and Sonenbeig, N. 
Nature, 1988, 334, 320-325). Dieses Element (Finna Novagen: pCITE) erlaubt die Expression 
von 2 Proteinen aus einorniRNA. 

Bei der Herstellnng des Vektors wnrde wie fo^ vorgegangen: 

Das Plasmid ElB55k-pShuttle ging durch Umklonienmg des offenen Leserahmen von ElB55k 
Wjis pCGNElB von M. Dobelstein (Uni Marburg) mit Xbal und BM in den pShuttle-Vektor von 
tlontech hervor. AnschlieBend wurde ElB55k in pShuttle mit Apal linearisiert, die Enden 
gegiattet und mit Nhel geschnitten. 



In einem zweiten Vektor, dem pcDNA3.1(+) (Invitrograi), wuiden nacheinander das IRES- 
Hement als PCR-Piodukt mit dem pCrEE-4a(+) der Fiima Novagen als Template tiber TA- 
Klonierung in die EcoRV-Schnittstelle und das E4orfi5 aus dem Plasmid pCMV-E4<wf6 (M. 
Dobelstein, Uni Maiburg) fiber BamHI hineinkloniert = lRES-E4orfl5-pcDNA3.1(+). IRES- 
E4orfiS in pcDNA3.1 (+) wurde linearisert mit NotI, die Enden geglattet und anschliefiend wuide 
das Fragment IRES-E40RF6 mit Nhel herausgeschnitten. Das Fragment IRES-E4orfF6 wurde 
mit dem geSffiieten Vektor ElB55k-pShuttle (blunt, Nhel) verknupfl. Die Kassette wurde 

•pschlieBend aus dem ElB55k-IRES-E4orfi5-pShuttle zusammen mit dem CMV-Promotor und 
em bovine growth hormone (BGH)-PolyA in das AEl, AE3 Adeno-X-Plasmid (Clontech) mit I- 
Ceu I und Pl-Scel kloniert und als AdcmvElB/IRES/E4orf5 bezeichnet. Danach erfolgte die 
Adenovirush^rstellung nach Herstellerangaiben (Clontech). Das mit Pad lineaiisierte 
Adenoplasmid mit dem Expressionselement CMV-ElB55k-IR£S-E4orf5-BGH polyA wurde mit 
in HEK293 Zellen transfiziert und nach 1 1 Tagen post transfectionem die sich abldsenden Zellen 
zusamm^a mit dem. Mediimi abgenommen, um durch wiederholte Ein£rier-Auftau-Zyklen die 
entstandenen Adenoviren freizusetzten. 



Der vorstehend beschriebene Vektor eignet sich grundsStzlich wie die anderen hierin 
beschriebenen erfindungsgemaO zu verwendendaa Viren. Insbesondere ist der vorstehend 
beschriebene Vektor dazu geeignet, in YB-l-Kem-positiven Zellen sowie Zellen, in denen YB-1 



57 



dereguUert, d.h. im Vergleich zu Nonnal-Zellen bzw. Nicht-Tumoizellen flberexprimiert 
vorliegt. zu replizieren und insoweit eine Lyse herbeizufiihren. Die Anwendung dieses Vektora 
erstreckt sich dabei auch insbesondere auf jene Krankheiten und Patientengruppen oder 
Patientenkollektive, die ftir die anderen hierin beschriebenen erfindungsgemSB zu verw«idenden 
Adenoviren und erfindungsgemafien Adenoviren ofFenbart sind. 



Beispiel 12: StniktureUer Aufbau des adenoviralen Vektors Xvir03/01 



W 



Wis aus Fig. 17 ersichtKch, ist XVIR03/01 eine Weiterentwicklung von XVIR03. Dabei kSnnen 
der E3 Region therapeutische Gene wie beispielsweise die hierin beschriebenen Gene und 
'ransgene kloniert werden. Zudem wurde eine Deletion in der E4-Region eingefiihrt, urn eine 
homologe Rekombination mit dem E4orfi5 aus der Expressionskassette von Xvir03 zu 
venneiden. Dies fuhrt auch dazu, dass bd diesem Konstrukt grCBere Transgene kloniert weiden 
kSnnen. Die deletierte E3-Region enthalt fiir das Einsetzen einer Kassette nutzbare SacI, Ndel 
und Nhel- SchnittsteUen, in die beispielsweise die therapeutischen Transgene einMoniert werden 
kSnnen. 

Vorbereitnng eines Plasmids zar Klonierung tfaerapeutischer Gene in die £3-Region sowie 
zar Deletion in der £4-R^on: 



pAdenoX-Plasmid von Clontech verfttgt uber eine Sful -Schnittstelle hinter der 3' ITR- 
egion, die im wildtyp Adenovirus fehlt. Die E3-E4-Region wurde mit Spel (Position 23644) 
und Sful aus pAdenoX (Clontech) in pcDNA3.1(+) (Invitrogen) iibemommen = pcDNA3.1- 
E3A27865-30995-E4. Der GroBteil des E40RF6, nSmlich 33241-33875 wurde mittels PstI 
entfemt = pcDNA3.1-E3A27865-3099534A33241-33875. FOr die Weiterentwicklung von 
XVIR03 wurde der deletierte E3/E4-Bereich aus pcDNA3.1-E3A27865-30995,E4A33241-33875 
mittels Sfiil und Spel in das Plasmid pAdenoX kloniert = pAdenoX E3A27865- 
30995,E4A33241-33875. 



Die Expressionskassette wurde anschlieUend wie fiir Xvir03 beschrieben aus dem ElB55k- 
IRES-E4orfl5-pShuttle zassanamea mit dem CMV-Promotor und dem bovine growth hormone 
(BGH)-PolyA in das pAdenoX E3A27865-30995,E4A33241-33875 mit I-Ceu I und Pl-Scel 



58 



kloniert und als AdcmvElB/IRES/E4orf6-AE4 bezeichnet. Danach erfolgte die 
Adenovirusherstellung nach Herstellerangaben (Clontech). 

Der vorstehend beschriebene Vektor eignet sich grundsatzlich wie die anderen hierin 
beschriebenen erfindungsgemaB zu verwendenden Viren. Insbesondere ist der vorstehend 
beschriebene Vektor dazu geeignet, bei YB-l-Kem-positiven Zellen sowie Zellen, in denen YB- 
1 dereguliert, d.h. im Vergleich zu Normal-Zellen bzw. Nicht-Tumorzellen llberexprimiert 
vorliegt zu replizieren und insoweit eine Lyse herbeizufuhren. Die Anwendung dieses Vektors 
^rstreckt sich dabei auch insbesondere auf jene Krankheiten und Patientengmppen oder 
Patientenkollektive, die fur die anderen hierin beschriebenen erfindungsgemSB zu verwendenden 
enovirm und erfindungsgemafien Adenoviren ofFoibart sind. 

Beispiel 13: Onkolytische Wirkung von Xvir 03 in 257 RDB- und 181 RDB-Zellen 

Pro Napf einer Platte mit sechs Napfen (engl. 6 well plate) wurden jeweils 100.000 Zellen 
(257RDB und 181RDB) ausplattiert Am nSchsten Tag wurden die Zellen wie in Fig. 18 
dargestellt mit Ad312 (20pfu/Zelle) und XvirOB (Spfii/ZeUe) infiziert. Die Ihfektion erfolgte in 
500 serumfreie DMBM-Medium flir 1 h bei 3T C. AnschlieBend wurde das 
Infektionsmedium entfemt und durch 2 ml Volhnedium (10 % FKS/DMEM) ersetzt, Nach 5 
Tagen erfolgte die Auswertung mit Hilfe einer Kristallviolettfarbung. Das Ergebnis ist in Figs. 
^l^Aund 18B dargestellt. 

Wie aus Fig. ISA und 18B ersichtlich, zeigen die vielfachresistenten Zellen, welche YB-1 im 
Kem aufweisen, nach Infektion mit Ad312 und XvirOB nur bei XvirOS eine Lyse, wie durch 
fIristallviolettiSrbung der Zellen dargestellt. Dabei wird zunachst das Medium entfemt. 
AnschlieBend werden die Zellen mit Kristallviolett iiberschichtet (50 % ETOH, 3 % 
Formaldehyd, 5 % Essigsaure, 1 % Kristallviolett) und ffir 5-10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach werden die Flatten mit sechs Napfen mit Wasser grOndlich gewaschen und bei 
Raumtemperatur getrocknet. 

Es ist dem vorliegenden Erfinder bekannt, dass ElA-deletierte Viren (z, B. Ad312), die jedoch 
keine transaktivierenden Adenoviren im Siime der vorliegenden Erfindung sind, bei hSheren 
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MOI's sehr effizient replizieren k6nnen (Nevins J. R., Cell 26, 213-220, 1981), die jedoch in der 
klinischen Anwendung nicht zu realisieren sind. Dieses Ph§nomen wird in der Literatur als 
„E1A-Iike activity'* bezeichnet. Der hier eingesetzte Adenovirus Ad312 ist ein ElA-deletiertes 
Virus. Bel der eingesetzten Menge (20 pfu/zelle), die noch oberhalb des klinisch 
wtinschenswerten Titers liegt, werden die frOhen adenoviralen Gene wie z, B. ElB55k und 
E4orf6 nicht odex nur sehr gering exprimiert (Nevins J. R., Cell 26, 213-220, 1981). Wie berdts 
beschrieben spielen diese Gene bzw. die Proteine eine bedeutende Rolle bei der viralen 
Replikation. Im Gegesatz dazu werden diese G«ie bzw. Proteine beim Adenovirus Xvir03 
exprimiert (Fig 16). Anhand der Fig. 18A und 18B wild ersichtlich, dass die Expression der 
G&ie ElB55k und E4orfi5 zur einer effizienten viralen Replikation und Zelljrse fifliren bei 

•Jeichzeitig geringem erforderlichen Mektionstiter (augedrUckt als pfu/Zelle). Dies bestatigt die 
er vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Erkenntnis, dass die Expression von E4orf6 und 
E1B-55K (und das Nicht-Vorhandensen von ElA) in Verbindung mit der Kemlokalisation von 
YB-1 in der Lage ist, eine sehr eflBziente adenovirale Replikation zu induzieren. Die dazu 
aforderliche Menge von nur 1 bis 5 pfu/Zelle IMsst jetzt eine klinisch^ Anwendung zu. 

Dies bestatigt die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Eikenntnis, dass das 
Vorhandensein von YB-1 im Kern, insbesondere Zellzyldus-unabhSngig, erforderlich ist, um die 
erfindmgsgemafi zu verwendenden Viren zu einer Lyse von infizierten Zellen zu veranlassen. 

«ie in der vorstehenden Beschreibung, d«i Anspruchen sowie den Zeichntingen offenbarten 
[erkmale der Erfindung konnen sowohl einzeln als auch in beliebigen Kombinationen ftir die 
Verwirklichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausftihrungsfonnen wesentlich sein. 
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Anspruche 

Verwendung eines Virus, bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Herstellung eines 
Medikamentes, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus replikationsdefizient ist in 
2^11en, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der Virus fur ein Onkogen oder 
Qnkogenprodukt, insbesondere ein Qnkogenprotein, codiert, das zumindest ein virales 
Gen, bevorzugterweise ein adenovirales Gen, transaktiviert, wobei das Gen ausgewShlt 
ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP umfasst. 

Verwendung eines Virus, bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Replikation in Zellen, 
die YB-1 im Kem aufweisen, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus 
replikationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kem auiweisen, und der Virus fiir 
ein Onkogen oder Qnkogenprodukt, insbesondere ein Qnkogenprotein, codiert, das 
zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise ein adenovirales Gen, transaktiviert, wobei 
das Gen ausgewShlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP 
umfassL 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Vims, 
insbesondere der Adenovirus, in Zellen repliziert, die YB-1 im Kem aufweisen. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Qnkogenprotein El A ist und/oder das Qnkogen das fiir ElA codierende Gen und/oder 
das Qnkogenprotein ElA ist. 

Verwendung nach Anspmch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das virale Qnkogenprotein 
ElA zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor-Geiq)rodukts i^g ist 

Verwradung nach Anspmch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das virale Qnkogenprotein 
ElA zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor-Genprodukts nicht fShig ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Qnkoprotein ElA nicht die nuklare Lokalisation von YB-1 induziert. 
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Verwendung nach einem der Anspriiche 1 oder 3 bis 7 dadurch gekennzeichnet, dass das 
Medikament fiir Patienten ist, deren Zellen Rb-positiv oder Rb-negativ sind, 

Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen diejenigen 
Zellen sind, die an der Ausbildung des Zustandes beteiligt sind, der mit dem Medikament 
beeinflusst werden soil. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen 
Rb-negativ und im ZeUkem YB-1 positiv, insbesondere unabhSngig vom ZellzyMus im 
Zellkem YB-1 positiv sind. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 oder 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Medikament fur die Behandlung von Tumoren ist, 

Verwendung nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet; dass die Zellen, insbesondere 
die den Tumor oder Telle davon ausbildenden Zellen eine Resistenz, insbesondere 
Mehrfachresistenz gegen phaimakologische WirkstofiFe, bevorzugter Weise 
Antitumormittel und bevorzugtererweise Zytostatika, aufweisen. 

Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen eine 
Expression, bevorzugterweise eine Oberexpression des membranstandigen 
Transportproteins P-Glykoprotein zeigen. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekeimzeichnet, dass die 
Zellen p53-positiv oder p53-negativ sind. 

Verwendung nach einem der Ansprflche 5 oder 7 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Onkogenprotein gegendber dem Wildtyp-Onkogenprotein ElA eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, die 
ausgewShlt ist aus der Gmppe, die Deletionen des Bereichs CR3 und Deletionen des N- 
Terminus und Deletionen des C-Termmus umfasst 
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Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das ElA-Onkogenprotein 
an Rb binden kann. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 6 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Onkogenprotein gegenuber dem Wildtyp-Onkogenprotein eine oder mehrere Mutationen 
Oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche in der CRl-Region 
und/oder der CR2-Region isL 

Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Onkogenprotein El A 
nicht an Rb zu binden in der Lage ist 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein, insbesondere ElA, unter der KontroUe eines Gewebes- und/oder 
Tumor-spezifischOTPromotors steht 

V^ivendung nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, fBr YB-1 codiert. 

Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass YB-1 imter der Kontrolle 
eines Gewebe- imd/oder Timior-spezifischen Promotors steht 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 21, dadiurch gekennzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, fur mindestens ein Protein codiert, das ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die E4orf5, E4orf3, ElB55k und adenovirales E3ADP-Protein 
umfasst 

Verwendung nach einem der Ansprfiche 1 bis 22 dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen 
YB-1 im Kem aufweisen, insbesondere die den Tumor oder einen Teil davon 
ausbildenden Zellen YB-1 im Kem aufweisen. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Tumor YB-1 im Kem nach Ihduktion des Tranports von YB-1 in den Kem enfhait 
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Verwendung nach Anspruch 24, dadurch gekeimzeichnet, dass der Transport von YB-1 in 
den Kern ausgelost wird durch zumindest eine Maflnahme, die ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die Bestrahlung, Gabe von Zytostatika und Hypertheimie umfasst. 

Verwendung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die MaBnahme an einer 
Zelle, einem Organ oder einem Organismus angewandt wird. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, ausgewShlt ist aus der Gruppe, die AdA24, dl922- 
947, ElAd/01/07, dllll9/1131, CB 016, dl520, und Viien, denen ein exprimiertes virales 
Onkogen fehlt, das zur Bindung eines funktionellen Rb-Tiunorsuppressor-Genprodukts 
fahig ist, umfasst. 

Verwendung eines Virus, insbesondere des Adenovirus, zur Herstellung eines 
Medikaments, wobei der Virus, insbesondere der Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die 
Replikation durch YB-1 fiber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wild, 
bevorzugterweise fiberwiegend fiber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert 
wird. 

Verwendung eines Virus, insbesondere des Adenovirus, zur Replikation in Zellen, die 
YB-1 im Kem aufweisen, dadurch gekennzeichnet, dass det Virus, insbesondere der 
Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 fiber die Aktivierung des 
E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise fiberwiegend fiber die Aktivierung 
des E2-Late-Promotors gesteuert wird. 

Virales Onkogenprotein, insbesondere isoliertes virales Onkogenprotein dadurch 
gekennzeichnet, dass dieses die folgenden Eigenschaften aufweist: 

a) Transaktivierung mindestens eines viralen Gens, dias ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die ElB-SSk, E3ADP und E4orf6 und E4orf3 um&sst; und 

b) keine Ihduktion von YB-1 in einem Zellkem, insbesondere in dem Zellkem der 
Zelle, in der das virale Onkoprotein vorhanden ist. 
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Virales Onkogenprotein nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkoprotein El A ist. 

Virales Onkogenprotein nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein gegenUber dem Wildtyp-Qnkogenprotein eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, die 
ausgewShlt ist aus der Gruppe, die Deletion des Bereichs CR3, Deletion des N-Tenninus 
und Deletion des C-Tenninus umfasst 

Virales Onkogenprotein nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass es an Rb zu 
binden in der Lage ist. 

Virales Onkogenprotein nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein eine oder mehrer Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die 
Deletion bevorzugt eine solche in der CRl -Region und/oder der CR2-Region des ElA- 
Onkogenproteins ist, 

Virales Onkongenprotein nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkogenprotein nicht in der Lage ist an Rb zu binden. 

Verwendung eines viralen Replikationssystems, insbesondere eines adenviralen 
Replikationssystems, umfassend eine Nukleinsaure, die fur einen Virus, insbesondere 
einen Adenovirus, gemaB einem der Anspriiche 1 bis 29 codiert, und umfassend eine 
Nukleinsaure eines Helfervirus, wobei die Nukleinsaure des Helfervirus eine 
NukleinsSnresequenz um£Eisst, die fur YB-1 codiert. 

Verwendung eines viralen Replikationssystems, insbesondere eines adenoviralen 
Replikationssystems nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass die virale 
Nukleinsaure, insbesondere die adenovirale Nukleinsaure und/oder die Nukleinsaure des 
Helfervirus als replizierbarer Vektor vorliegt. 
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Verwendung einer Nukleinsaure codierend ftir einen Vims, insbesondere einen 
Adenovirus gemaB einem der Anspruche 1 bis 29 zur Herstellung eines Medikamentes, 
insbesondere zur Herstellung eines Medikamentes fur die Behandlung von Tumoren. 

Verwendung nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen, insbesondere 
die den Tumor oder Teile davon ausbildenden Zellen, eine Resistenz, insbesondere eine 
Mehrfachresistenz gegen pharmakologische WirkstofiFe, bevorzugterweise 
Antitumormittel, und bevorzugtererweise Zytostatika, aufweisen. 

Verwendung einer Nukleinsaure, die fur einen Virus, insbesondere einen Adenvirus, 
gemSB einem der Anspruche 1 bis 29 codiert, zur Rqplikation in Zellen, die YB-1 im 
Kem aufweisen, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus replikationsdefizient ist in 
Zellen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der Virus ftir ein Onkogen oder 
Onkogenprodukt codiert, das zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise em 
adenovirales Gen transaktiviert, wobei das Gen ausgewShlt ist aus der Gruppe, die 
ElB5SkDa» E4orf6, £4orO und E3ADP umfasst 

Verwendung einer Nukleinsaure, die Sir einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, 
gemafi einem der Ansprilche 1 bis 29 codiert, zur Herstellung eines Medikamentes, wobei 
der Virus so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 uber die Aktivierung des 
E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise uberwiegend liber die Aktivierung 
des B2-Late-Promotors. 

Verwendung einer Nukleinsaiure, die ftir einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, 
gemSB einem der Anspruche 1 bis 29 codiert, zur Rqplikation in Zellen, wobei der Virus 
so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 fiber die Aktivierung des E2-Late- 
Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise tiberwiegrad Uber die Aktivierung des E2- 
Late-Promotors gesteuert wird, 

Verwendung eines Vektors un:ifassend eine NuMeinsSure gem3fi einem der An^rQche 36 
bis 42 zur Verwendimg gemSB einem der Anspniche 1 bis 29, 
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Verwendung eines mit YB-1 wechselwirkenden Mittels zur Charakterisierung von 
Zellen, Zellen eines Tumorgewebes oder Patienten, um zu bestimmen, ob diese(r) mit 
einem Virus, insbesondere einem Adenovirus, gemaB einem der Ansprilche 1 bis 29 
kontaktiert und/oder behandelt werden soUen. 

Verwendung nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel ausgewShlt ist 
aus der Gruppe, die Antikoiper, Antikaline, Aptamere, Aptazyme und Spiegelmere 
umfasst 

Verwendung des viralen Qnkogenproteins nach einem der Ansprilche 30 bis 35 oder 
einer daflir codierenden Nukleinsaure zur Herstellung eines Virus, insbesondere eines 
Adenovirus, wie er im Rahmen der Verwendungen nach einem der Anspruche 1 bis 29 
verwendet wird. 

Verwendung eines Virus, insbesondere eines Adenovirus, nach einem der Ansprftche 1 
bis 29, wobei der Virus eine fiir ein Transgen codierende Nukleinsaure umfasst 

Verwendung eines Virus, insbesondere eines Adenovirus, nach einem der Anspruche 1 
bis 29, wobei der Virus das Translations- und/oder das Transkriptionsprodukt eines 
Transgens umfasst. 

Verwendung eines adenoviralen Replikationssystems nach Anspruch 36 oder 37, wobei 
die NukleinsSure des adenoviralen Replikationssystems und/oder die Nukleinsaure des 
Helfervirus ein Transgen oder eine flir ein Transgen codierende Nxikleinsaiure umfasst 

Verwendung einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 38 bis 42, wobei die 
Nukleinsaure ein Transgen oder eine fiir ein Transgen codierende Nukleinsaure umfasst 

Verwendung nach einem der Ansprilche 47 bis 50, wobei das Transgen ausgewShlt ist 
aus der Gruppe, die Prodmggene, Zytokine, Apoptoserinduzierende Gene, 
Tumorsuppressorgene, Gene fiir Metalloproteinasen-Inhibitoren und Gene fiir 
Angiogene-Ihhibitorm umfasst 
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52. Verwendung nach einem der Anspruche 47 bis 50, wobei das Transgen ausgewShlt ist 
aus der Gruppe, die Nukleins9uien Sir siRNA, fUr Aptamere, Sir Antisense-Molekaie und 
fur Ribozyme umfasst, wobei die siRNA, die Aptamere, die Antisense-Molekaie 
und/oder die Ribozyme gegen ein Zielmolekul gerichtet ist 

Verwendung nach Anspruch 52, wobei das Zielmolekul ausgewahlt ist aus der Gmppe, 
die Resistenz-relevante Faktoren, Anti-Apoptose-Faktoren, Onkogene, Angiogenese- 
Faktoren, DNA-Synthese-Enzyme, DNA-Reparaturenzyme, Wachstumsfaktoren, 
Rezeptoren filr Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, Metalloproteinasen, 
insbesondere Matrix-MetaUoproteinkinasen, und Plasminogenaktivator vom Urokinase- 
Typ umfasst. 

Verwendung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei das Medikament 
weiterhin mindestens eine pharmazeutisch wirksame Verbindung enth^t 

55. Verwendung nach Anspmch 54, wobei die pharmazeutisch wirksame Verbindung 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Zytokine, Metalloproteinasen-Ihhibitoren, 
Angiogenese-Inhibitoren, Cytostatika und Zellzyklus-Iohibitoren umfasst 
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Zusammenfassimg 

Die vorliegende Erfindiing betrifit die Verwendung eines Virus, bevorzugto^eise eines 
Adenovirus, zur Herstellung eines Medikamentes, wobei der Virus replikationsdefizient ist in 
Zellen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen, und der Virus fur ein Onkogen oder Onkogenprodukt, 
insbesondere ein Onkogenprotein, codiert, das zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise ein 
adenovirales Gen, transaktiviert, wobei das Gen ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, 
E4orf6, E4orf3 und E3ADP umfasst 
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